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Les lecteurs de ces Annales, et tous ceur qui sintéressent a 
la Physiologie, apprendront avec peine le décés, survenu presque 
subttement, le 6 juillet, de notre colléque, le D' Delezenne, qui 
dirigeart le laboratoire de Physiologie de [Institut Pasteur. 

Au moment de la levée du corps, le D' Roux a prononcé, au 
domicile du défunt, devant la famille et quelques amis, les 
paroles suivantes au nom de UInstitut Pasteur : 

« Avec Camille Delezenne disparait un des meilleurs 
d’entre nous, un de ceux qui ont le plus contribué au renom 
de l'Institut Pasteur. Il a introduit la rigueur des méthodes 
bactériologiques dans la Physiologie et l’a ainsi débarrassée de 
graves causes d’erreur. 

« Le caractére de perfection qui distingue l’euvre de Dele- 
zenne s'est manifesté dés ses premiers travaux; aussi, lorsqu’en 
1930, élant professeur agrégé & la Faculté de Médecine de 
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Montpellier, il exprima le désir d’entrer & l'Institut Pasteur, y 
fut-il accueilli avec empressement. Du laboratoire de Physio- 
logie, créé pour lui, et qu'il a dirigé pendant trente-deux ans, 
il est sorti des travaux qui ont promptement établi la 
renommeée de Delezenne dans le monde savant. Ce n’est pas le 
moment d’exposer son ceuvre en détail et de montrer les pro- 
eres qu’elle a apportés dans la Physiologie générale et dans 
diverses questions importantes qui avaient déja préoccupé 
(illustres physiologistes. Pour faire comprendre par un 
exemple la maniére dont, partant d’un fait particulier, Dele- 
zenne agrandit le sujet jusqu’aux généralisations les plus 
inattendues, je dirai comment, répétant Vexpérience bien 
connue de l’hémolyse des globules rouges par le venin des 
serpents en présence de traces de lécithine, il reconnait que le 
venin agit comme un ferment, non sur les globules rouges, 
mais sur la lécithine qui est dédoublée en deux substances 
dont l'une, la lysocithine, est cristallisable. Il en établit la 
formule et la constitution avec le concours de son ami Four- 
neau. Cette lysocithine dissout les globules rouges a dose 
infime. Voici donc cette mystérieuse hémolyse réduile a 
laction d'un produit chimique défini sur les globules san- 
guins. Ces mémes venins agissent aussi sur l’acide nucléique 
et on comprend par quel mécanisme ils produisent in vivo 
(hémolyse et la désintégration cellulaire. Puisque ces venins 
sont des ferments, ils doivent contenir un élément minéral 
servant de catalyseur dans les réactions quils déterminent. 
Delezenne découvre en effet dans les venins la présence du 
zine et celui-ci y est d’autant plus abondant que le venin est 
plus actif. Le zinc, présent dans les venins, provient des 
glandes qui le sécrétent. Soupconnant que ce catalyseur joue 
un role dans le métabolisme cellulaire, Delezenne montre son 
existence dans toutes les cellules animales, ot il est surtout 
abondant dans les éléments jeunes encore en développement. 
Le zinc est donc un constituant nécessaire des tissus animaux. 
Tel est le point auquel Delezenne arrive a ja fin de son étude 
exposée dans un mémoire de moins de 100 pages, qui est un 
modéle par la précision et la clarté du style, de méme que par 
limportance de la découverte. 

« Cest avec la méme originalité et le méme bonheur dans 
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la recherche qu'il avait traité de la coagulation du sang, des 
ferments digestifs & propos desquels il établit la notion féconde 
des couples fermentaires, et de bien d'autres sujets encore. 

« Delezenne possédait Vesprit d'invention et {esprit de 
finesse; & ces 6minentes qualités il joignait la modestie et 
Vaménité du caractére qui rendaient si agréable le travail sous 
sa direction. Rarement chef d’école inspira & ses disciples plus 
d’affection et plus d’attachement. Sa conversation était simple 
aulant qu’instructive; on était certain de trouver pres de lui 
un conseil avisé lorsqu’on était empétré dans un travail 
difficile. 

« Désintéressé et sans grande ambition, Delezenne a vécu en 
sage dans son laboratoire. Son amilié était sire, délicate et 
discrete. La famille Pasteurienne associe sa douleur & celle de 
Mr’ Delezenne et de ses enfants et c’est en commun que nous 
déplorons la perte prématurée d’un savant d'un si rare mérite 
et d’une si parfaite bonté. » 


SUR LA SENSIBILITE A LA TUBERCULINE 
DES ENFANTS VACCINES AU BCG PAR VOIE BUCCALE 


par Rosert DEBRE, Marcer LELONG et M''e PICTET. 


L’étude qui va suivre est la suite de nos travaux de 1928 et 
1929 sur la sensibilité 4 la tuberculine des enfants vaccinés 
contre la tuberculose suivant la méthode de M. Calmette. 
Nous nous abstiendrons de tout exposé historique; la presque 
totalité des publications se rapportent & des enfants vaccinés, 
mais non séparés du milieu tuberculeux, ou, si la séparation a 
eu lieu, elle l’a été pendant un temps trés court. Dans les cas 
les plus favorables d’enfants nés de parents sains, et vivant 
dans un milieu apparemment indemne de tuberculose, on ne 
peut écarter l’éventualité d’une contamination occulte. Dés 
lors, la constatation d’une réaction positive a la tuberculine 
sera délicate & interpréter, puisque la certitude manque pour 
affirmer que seule la vaccination par le BCG est intervenue 
pour provoquer son apparition. 

Nous avons eu la chance, tres exceptionnelle, de poursuivre 
nos études dans les conditions idéales que nous rappellerons 
briévement. Elles sont capitales et donnent toute leur valeur 
aux résultats que nous exposerons plus loin. Tous les enfants 
dont nous parlerons sont nés de parents tuberculeux. Ils sont 
divisés en deux groupes, dont l’un, le plus important, provient 
de la prophylaxie anténatale, et n’a subi aucun contact tuber- 
culeux. Il s’agit d’enfants séparés a la naissance, grace & lorga- 
nisation réalisée parle professeur Couvelaire, la collaboration 
du professeur Léon Bernard, et la nétre a la clinique Baude- 
locque. Les enfants sont éloignés de la mére a l’accouchement 
et ne regoivent pas de visites. La vaccination des enfants est 
pratiquée a la clinique méme, dans les dix premiers jours de la 
vie. De cette fagon, nous avons la certitude que les enfants ont 
bien ingéré les trois doses de vaccin dans les délais conve- 
nables. Leur séjour 4 la clinique est de durée variable, en 
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moyenne de trois & sept semaines, et, dés qu’ils peuvent sup- 
porter le voyage, ces enfants sont conduits & la campagne ow 
ils sont élevés par les soins de l’(Huvre de Placement Familial 
des Tout-Petits. Cette CZuvre posséde ses centres d’élevage en 
Sologne; les enfants sont placés dans des familles, soigneu- 
sement choisies, ot ils restent sous !a surveillance du médecin 
et des infirmiéres du centre. Les visites des parents dans les 
centres sont soumises & un contréle sévére. Douze années 
d’expériences ont prouvé que les enfants ne deviennent pas 
tuberculeux durant leur séjour dans les centres de l’(uvre de 
Placement Familial des Tout-Petits. 

Nous avons dit plus haut que les enfants qui ont été l’objet 
de notre étude se répartissaient en deux groupes : le premier 
est composé d’enfants n’ayant jamais subi le moindre contact 
tuberculeux grace a Ja prophyiaxie anténatale; ce sont des 
enfants « séparés ». Presque tous ont été vaccinés & la nais- 
sance par le vaccin de M. Calmette. Nous appellerons ces enfants 
dans la suite : enfants BCG sans contact. 

D’autres enfants séparés n’ont pas été vaccinés. Nous les 
appellerons enfants témoins sans contact. 

Le deuxiéme groupe comprend des enfants ayant subi un 
contact tuberculeux plus ou moins long et intime. Ce groupe 
comprend, comme le précédent, des enfants vaccinés et des 
non vaccinés. Pour simplifier, nous appellerons les enfants 
vaccinés enfants BCG avec contact, et les non-vaccinés enfants 
témoins avec contact. 

Avant d’étre admis & |’(Euvre du Placement Familial des 
Tout-Petits, les enfants de ce deuxiéme groupe, qui ont subi un 
contact tuberculeux, sont hospitalisés dans des créches qui 
leur sont destinées. Le but de cette période d’observation est de 
dépister les enfants susceptibles de présenter une évolution 
tuberculeuse et qui, de ce fait, n’étant plus justiciables d’un 
placement familial doivent étre dirigés sur un préventorium. 
L’(Euvre du Placement Familial des Tout-Petits accepte des 
enfants non vaccinés ayant subi un contact tuberculeux actif, 
puisque leur cuti-réaction est positive; mais elle n’admet ces 
enfants, dits enfants contaminés, qu’a condition que leur état 
général soit excellent, etcela aprés une période d’observation 
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Lorsque, avec Cofifio, en 1928 et 1929, nous avons commencé 
nos observations (1), nous voulions nous rendre compte de 
quelle facon et dans guelles proportions les enfants vaccinés, 
selon la méthode de M. Calmette, réagissaient a la, tuberculine. 

Nos observations d’alors n’ont porté que sur des enfants 
séparés, enfants témoins sans contact, et enfants BCG sans 
contact. Ils ont tous été soumis a une réaction de Pirquet. Quand 
cette réaction est restée négative, nous ayons fait une intra- 
dermo-réaction de Mantoux & la dose de 1/10° de milligramme 
de tuberculine pour 1/410° de centimétre cube de solution. Trois 
mois plus tard, nous avons refait une intradermo-réaction a la 
méme dose aux enfants ayant réagi positivement, pour voirsileur 
sensibilité était restée la méme; et & une dose plus élevée, de 
1/2 miligramme de tuberculine pour 1/10’ de centimétre cube de 
solution, & ceux qui étaient restés négatifs la premiére fois. 
Apres quelque temps, nous avons continué de la méme manietre 
en employant des doses de 1 milligramme pour 1/10° de centi- 
métre cube de solution. 

Nous avons pu constater que /outes les réactions faites aur 
enfanis témoins sans contact étarent restées négatives. C’est dire 
que les enfants du Placement Familial des Tout-Petits vivent 
dans un milieu indemne de tuberculose; ils n’y subissent ni 
contamination humaine, ni contamination bovine. Cette preuve 
bien établie, nous ne pouvions attribuer qu’a Vaction du BCG 
les réactions positives trouvées chez les enfants qui ont ingéré 
le vaccin. Or, sur 132 enfants BCG sans contact, dont la sensi- 
bilité & la tuberculine a été éprouvée, nous avons trouvé : 
culi-réactions positives, 42; intradermo-réactions positives a 
1/10° de milligramme, 55; intradermo-réactions positives a 
1/2 milligramme, 17; intradermo-réactions positives & 4 milli- 
gramme, 3. 15 enfants sur 132 n’ont pas réagi & la dose de 
1 milligramme. Soit 11,4 p. 100 d’enfants ne réagissant pas & 
l’épreuve de la tuberculine & raison de 1 milligramme par 
intradermo-réaction. 


(1) Ces Annales, 45, 1930, p. 412. 


LA TUBERCULINE CHEZ LES ENFANTS VACCINES AU BCG il 


Nous avons pensé, en poursuivant celte étude, qu'il serait 
intéressant de voir d’une part si le pourcentage des enfants 
négatifs ne diminuerait pas en augmentant la dose de tubercu- 
line injectée et, d’autre part, d’établir pour chaque enfant le 
degré de sa sensibilité & la tuberculine & un moment donné. 
Pour cela, il a fallu faire des injections en série. Nous avons 
cherché a perfectionner notre méthode de travail par la précision 
de nos dosages de tuberculine, précision indispensable, puisque 
nous procédons par séries d’injections & doses croissantes. 

Nous commencons toujours par la cuti-réaction de Pirquet. 
Avec un vaccinostyle, nous faisons deux scarifications a 5 centi- 
métres l’une de l’autre; Vinférieure recoit une goutte de tuber- 
culine brute de l'Institut Pasteur, la supérieure servant de 
témoin. Jusqu’ici, nous n’avons jamais recouvert nos scarifica- 
tions de toile gommée. [| est certain que, par ce procédé, nous 
aurions obtenuun pourcentage plus élevé de cuti-réactions 
positives. 

Nos intradermo-réactions sont faites & doses croissantes. La 
quantité injectée est toujours la méme, de 1/10° de centimétre 
cube. La concentration seule variera de 1/410° de milligramme 
a 1 centigramme de tuberculine, en passant par 1/2 milli- 
gramme, 1 milligramme, 4 milligramme 1/2, 2 milligrammes, 
5 milligrammes, 7 milligrammes. 

Pour obtenir des solutions réguliérement titrées, nous pro- 
cédons comme suit : nous disposons de petits tubes stérili- 
sés, bouchés par une capsule de caoutchouc. Leur contenance 
est d’environ 8 cent. cubes. La tare de chaque tube étant faite, 
on y introduit la quantité désirée de tuberculine, contrélée par 
pesage et marquée sur ie tube. Nous faisons nos solutions 
nous-mémes, le jour de l'emploi, a l’aide de sérum physiolo- 
gique stérile. Nous avons des pipettes finement graduées dont 
une ne contient que 1 cent. cube, divisé en dixitmes de 
centimétre cube. Un calcul élémentaire permet de faire un 
dosage précis. Exemple : pour faire une solution contenant 
1/10 de milligramme de tuberculine pour 1/10 de centimetre 
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cube de solution, nous prendrons un tube contenant aux 
environs de 6 milligrammes de tuberculine; il en contiendra 
peut-étre 6 milligr. 4. Nous ajouterons 6 cent. cubes-- 4/10 
de centimétre cube de sérum pbysiologique. Et ainsi de 
suite. 

L’exécution de notre travail offre certaines difficultés. Nous 
sommes obligés d’aller & domicile pour faire nos réactions. Il 
faut procéder avec rapidité et stireté. Une bonne instrumenta- 
tion est donc nécessaire. Nous avons fait fabriquer une seringue 
selon nos indications (1). On la remplit comme toutes les 
seringues; apres quoi, un disposilif trés simple permet d’immo- 
biliser le piston. La tige de ce dernier est cannelée en spirale; 
une fois immobilisé, le piston ne peut avancer qu’en tournant 
dans un pas de vis. Chaque tour complet provoque l’injection 
d’une dose exacte de 1/10 de centimétre cube. L’embout de la 
seringue est muni d’une ailette qui s’applique sur le bras de 
lenfant. On peut ainsi fixer d’une main et le bras et la 
seringue, l'autre main restant libre pour manceuvrer le piston. 
L’introduction intradermigue du liquide, surtout chez les 
tout- petits, est parfois difficile & réaliser. La résistance des 
tissus cutanés peut élre considérable; elle sera vaincue plus 
facilement par le mouvement de rotation du piston que 
lorsqu’on le pousse, comme c’est le cas avec les seringues 
habituelles. La main qui immobilise le bras et la seringue 
permet de faire contrepoids & ce mouvement de rotation. Nos 
aiguilles sont en platine iridié, trés courtes et fines, & biseau 
court. 

Nous commencons toujours par pratiquer une cuti-réaction; 
nous la lisons aprés quarante-huit ou soixante-douze heures. 
Si elle est négative ou douteuse nous faisons, de suite, une 
intradermo-réaction au 1/10 de milligramme qui sera vérifiée 
apres quarante-huit ou soixante-douze heures. Nous procédons 
de méme jusqu’&’ coneurrence de 1 centigramme de tuber- 
culine. 

Nous n’avons jamais observé le moindre inconvénient en pro- 
cédant avec cette prudence. Au début, nous avons eu quelques 
hostilités a vaincre et certains malaises des enfants devaient 


(1) Exécutée par la Maison Gentile. 
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infailliblement étre attribués aux injections. Grace au dévoue- 
ment des infirmiéres qui ont bien voulu observer systématique- 
ment les enfants, nous avons pu aisément convaincre chacun 
que jamais un accés de fiévre, ni une perte de poids ne 
pouvaient étre imputés aux intradermo-réactions, quelle que 
fat la dose de tuberculine injectée. Nous avons comparé nous- 
mémes les courbes de poids correspondant aux différentes 
périodes (avec et sans injection de tuberculine) : elles n’accusent 
aucune différence. 


LEcTURE DES INTRADERMO-REACTIONS. 


En étudiant, comme nous venons de le dire, la sensibilité & 
la tuberculine, c’est-a-dire en débutant toujours par une cuti- 
réaction gui ne sera suivie d’une intradermo-réaction 41/10 de 
milligramme que si elle est négative ou douteuse, nous évitons 
la production de réactions violentes. Nous n’avons jamais de 
réactions phlycténulaires. Les enfants vaccinés au BCG sans 
contact peuvent avoir une sensibilité tuberculinique trés forte; 
en ce cas, ils réagissent toujours a la cuti-réaction. Un avan- 
tage des intradermo-réactions en série est de revoir les enfants : 
c’est 1a le seul moyen de diagnostic pour reconnaitre vrai- 
ment les réactions traumatiques. Elles sont difficiles 4 diffé- 
rencier des réactions vraies & premiére vue, car souvent 
un cedéme dur simule l’induration de la réaction franche. 
En général, la couleur est plus vive, moins violacée dans la 
réaction traumatique; mais surtout, — nous avons déja 
insisté sur ce point avec Cofifio, — la réaction traumatique 
disparait toujours sans laisser de trace en deux 4 trois jours, 
alors que la réaction vraie, méme faible, laisse toujours 
une pigmentation trés visible ainsi qu’une induration. Nous 
avons vu certaines pigmentations persister de six 4 huit 
semaines. 

Nous avons adopté la classification suivante : cuti-réaction + ; 
intradermo-réaction 1/10 de milligramme +; intradermo-réac- 
tion 1/2 milligramme-+ ; intradermo-réaction 4-2 milli- 
grammes + ; intradermo-réaction 2-5 milligrammes + ; intra- 
dermo-réaction 5 milligrammes-1 centigramme-+. Cette 
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notation signifie que ]’enfant marqué : I. D. 1/10 de milli- 
eramme +, ou I. D. 1/2 milligramme-+ avait, avec les 
épreuves antérieures 4 doses plus faibles, des réactions fran- 
chement négatives. A la vérité, ceci n'est plus tout a fait exact 
lorsqu’il faut employer des doses élevées de tuberculine pour 
mettre la sensibilité en évidence. Les enfants marqués I. D. 
1-2 milligrammes + ont en général une premiére réaction a 
1 milligramme de tuberculine que l’on pourrait marquer trés 
faiblement positive, les deux autres réactions 4 1 milligr. 1/2 
et 2 milligrammes étant positives. I] en est de méme pour les 
réactions de 2-5 milligrammes et de 5 milligrammes a 1 centi- 
gramme. 

Toutes les réactions franchement positives se ressemblent. 
Seul leur diamétre et induration diminuent un peu au fur et 
& mesure que l’on doit augmenter la dose de tuberculine pour 
les provoquer. 

Nous avons considéré certaines de nos réactions obtenues 
avec 1 centigramme comme meéritant le qualificatif: plus- 
moins (++), et d’autres Vindication : douteux. I] s’agit d’en- 
fants ayant eu toute la gamme des intradermo-réactions 
restées franchement négatives jusqu’a 2 ou 5 milligrammes 
de tuberculine. A partir de ce moment, non seulement Ja 
trace des piqires ne disparait pas d’une fois & ]’autre, mais 
on voit les intradermo-réactions antérieurement marquées 
négatives se dessiner, se pigmenter secondairement. En 
passant le doigt, on sent un granité plus ou moins accusé. 
Lorsque la pigmentation, le granité sont trés nets, nous mar- 
quons: I. D. 1 centigramme +. Si la pigmentation est moins 
nette ainsi que le granité, si on ne les voit ou sent qu’a partir 
des doses de 5 milligrammes, nous avons marqué : I. D. 4 cen- 
tigramme douteux. 

Nous n’ayons vu ces réactions que chez les enfants vaccinés 
au BCG et quelquefois chez des enfants témoins avec contact. 
Jamais un vrai témoin, c’est-a-dire un enfant sans contact, n’a 
eu ces réactions; Jamais une réaction traumatique n’a laissé de 
traces semblables. 

Nous reparlerons de ces réactions dans la suite. 

Disons enfin que toutes les fois que nous marquerons une 
réaction par : I. D. 4 centigramme, cela voudra dire que 
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Yenfant a subi une cuti-réaction négative, plus 8 intra- 
dermo-réactions allant de 1/10 de milligramme & 1 centi- 


gramme de tuberculine par injection intradermique, toutes 
négatives. 


Nos observations actuelles ont été faites du mois de décembre 
1929 au mois de décembre 1931. Cependant nous n’avons pris 
en considération que celles comprises entre le mois de mai 1930 
et le mois de décembre 1931. L’époque qui s’est écoulée entre 
les mois de décembre 1929 et de mai 1930 ayant été consacrée 
a la préparation et Ja mise au point de notre travail, nous 
n’avons pas voulu en tenir compte. Il est, en effet, facile de 
comprendre qu’il faut un outillage bien spécial pour faire ces 
réactions & domicile et & la campagne, et que Ja maniére de 
procéder n’a rien de commun avec le travail & l’hépital. Il y 
a, de plus, une question d’adaptation réciproque, d’éducation 
des nourriciers et méme des enfants, qui ne s’acquiert pas 
en un jour. 

Notre étude, du mois de mai 1930 au mois de décembre 1931, a 
porté sur 639 enfants nous donnant un total de 1.346 observations. 


Résultats des épreuves a la tuberculine 
chez les enfants témoins sans contact. 


Nous avons suivi, de mai 1930, a décembre 1931, 80 enfants 
témoins sans contact qui nous donnent un total de 182 obser- 
vations. 


Enfants ayant subi 4 trois reprises les épreuves a la 


OOOO 2 SUS bon Goo Red ooo 6 6d ol Woe aos 43 
Enfants ayant subi 4 deux reprises les épreuves a la 

MOCO eG 5 GM ba 0G a howe o oo yo oa ooo 16 
Enfants ayant subi une seule fois les épreuves a la 

ONS REMIMGT ES Ane mal Oa ac 8) doom oS 8 Sag ome c ln 24 


Lorsque nous avons soumis, pour la premiére fois, ces 
enfants & l’épreuve de la tuberculine, nous n’avons patiqué 
que des cuti-réactions, qui ont toutes été négatives. 35 de 
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ces enfants avaient été soumis aux épreuves tuberculiniques 
a trois reprises en 1928 et 1929. Ils étaient tous restés fran- 
chement négatifs 4 la dose d’un milligramme par intradermo- 
réaction. 

L’ensemble de nos épreuves faites & ces 80 enfants témoins 
nous a donné : 73 cuti-réactions négatives et 1091. D. 1 centi- 
eramme négatives. } 

Nous constatons done qu’aucun enfant-témoin sans contact 
nia été sensible a la tuberculine, méme 4 la dose de 1 centi- 
gramme. Nous insistons sur un fait, c’est que, d'une intra- 
dermo-réaction & la suivante, — il y en a 8 en tout, — les 
traces de piqtre s’effacent et ne sont plus visibles. En faisant la 
derniére, il est impossible de dire ot ont été faites les pre- 
miéres. 

La majorité des enfants, depuis quelques années, regoivent 
le vaccin BCG & Ja naissance; de ce fait, nous avons de moins 
en moins d’enfants témoins sans contact. Les 80 enfants 
dont il s’agit sont presque tous de grands enfants, agés de 
deux ans et demi a cing ans. Notre statistique n’en a que plus 
de valeur. 

Tous les enfants du Placement familial des Tout-Petits vivent 
dans les mémes conditions d’hygiéne. Les nourriciers ont en 
garde, en méme temps, des enfants non vaccinés, des enfants 
vaccinés, des enfants sans contact provenant de la prophylaxie 
anténatale et des enfants ayant eu des contacts bacillaires. Si 
la contamination tuberculeuse n’existe pas pour les enfants 
témoins sans contact — et nous en avons la preuve par ce qui 
précéde — elle n’existera pas davantage pour les autres 
enfants. Les réactions positives 4 la tuberculine que nous trou- 
verons chez les enfants BCG sans contact ne pourront, par 
conséquent, étre attribuées qu’a l’action du vaccin ingéré. 


Résultats des épreuves a la tuberculine 
chez les enfants témoins avec contact. 


Si les enfants témoins sans contact, provenant de la prophy- 
laxie anténatale, sont au Placement familial des Tout-Petits 
pour ainsi dire depuis leur naissance, il n’en est plus de méme 
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pour les enfants témoins avec contact. Ces derniers ont vécu 
un temps plus ou moins long au contact du parent malade. Il 
s'agit, presque toujours, d’un pére malade, et le contact a été 
léger. En effet, si l'enfant a subi un contact long, intime ou 
massif, il est, en général, contaminé au moment ow nous 
Yadmettons, c’est-a-dire que sa cuti-réaction sera positive a 
ladmission ou le deviendra peu aprés,. si la période anté-aller- 
gique a été un peu longue. Ces enfants ne sont plus comptés 
parmi les enfants témoins avec contact. Ils font partie du 
groupe dit : Enfants contaminés. La plupart des enfants ayant 
vécu au contact d’un tuberculeux sont Agés de douze & vingt- 
quatre mois a leur admission; quelques-uns ont de vingt-quatre 
3 trente mois. 

Nous avons suivi, du mois de mai 1930 au mois de décembre 
1931, 134 enfants témoins avec contact qui nous donnent un 
total de 268 observations. 


Enfants ayant subi 4a trois reprises les épreuves a la 


tuberculime:sucnccs, whey ce ms ccs re eee tier ener ee 54 
Enfants ayant subi 4 deux reprises les épreuves 4a la 
tuberculin ehygrs tan wav Gcm ski mey ol sjysn keke rak cure) eau l sc 26 
Enfants ayant subi une seule fois l’épreuve A la 
WUNOSIRC WIND NES ie O61 A) & ob. pee tho  thoetse  p 54 
134 


L’ensemble de nos épreuves nous a donné : 102 cuti-réactions 
négatives ; 130 intradermo-réactions négatives 4 1 centigramme ; 
33 intradermo-réactions douteuses a 1 centigramme ; 3 intra- 
dermo-réactions faiblement positives de 5 milligrammes a 
1 centigramme. 

Les réactions négatives 4 1 centigramme sont franchement 
négatives, c’est-a-dire que les intradermo-réactions antérieures 
ont disparu d’une réaction & Ja suivante, sans laisser de traces. 
413 de nos 134 enfants ont réagi négativement a toutes les 
épreuves. 

21 enfants témoins avec contact ont réagi par des réactions 
douteuses a la dose de 1 centigramme de tuberculine par intra- 
dermo-réaction. 3 de ces 21 enfants ont eu une intradermo- 
réaction faiblement positive de 5 milligrammesa 1 centigramme, 
apres avoir eu des réactions douteuses a 1 centigramme quelque 


temps auparavant. 
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Voici les 3 enfants dont il s'agit : 


4. Bou. M. a 20 mois I. D. 1 eg. douteux; a 24 mois J. D. 5 mg.-1 gr. fbt. + 
2. Dem. M. a 24 mois I. D. 1 cg. douteux; 4 32 mois I. D.5 mg.-1 gr. fbt. + 
5. Gué. G. a 34 mois I. D. 1 cg. douteux; a 37 mois O. D. 5 mg.-1 gr. fbt. + 


Ces 24 enfants & réactions douteuses ou faiblement positives 
de 5 milligrammes-1 cenligramme se portent bien. L’avenir 
nous montrera si leur sensibilité a la tuberculineé ira en aug- 
mentant ou s’ils se comporteront comme certains enfants vac- 
cinés au BCG, dont la sensibilité ne se manifestera jamais 
que pour les doses élevées de tuberculine. 

Ces 21 enfants mis & parl, nous voyons que 113 enfants 
témoins avec contact restent franchement négatifs aux intra- 
dermo-réactions de 1 centigramme. Nous avons le droit 
d’affirmer que, pas plus que les enfants témoins sans contact, 
ils n’ont été soumis & un nouveau contact tuberculeux pendant 
leur séjour au Placement familial des Tout-Petits. 

Leur nombre de 113 peut s’ajouter & celui de nos 80 enfants 
témoins sans contact, ce qui nous donne un nombre imposant 
de 193 enfants témoins, non vaccinés au BCG, qui, restant 
absolument négatifs & toutes les épreuves & la tuberculine, 
nous fournissent une preuve irréfutable du milieu sain, exempt 
de tuberculose, ot ils vivent. 

La présence de ces enfants témoins, négatifs A toutes les 
épreuves de tuberculine, nous est infiniment précieuse. Elle est 
dune telle valeur qu’il nous est permis d’affirmer, sans aucune 
présomption, que toutes les réactions positives que nous allons 
constater chez les enfants BCG sans contact ne peuvent se 
rapporter qu’a l’action du vaccin BCG ingéré & la naissance 
et que toute contamination bacillaire méme d'origine bovine 
est exclue: 


Résultats des épreuves a la tuberculine 
chez les enfants vaccinés au BCG « sans contact ». 


Du mois de mai 1930 au mois de décembre 1931, nous avons 
fait subir les épreuves tuberculiniques & 297 enfants BCG sans 
contact, nous donnant un total de 619 observations. 


LA TUBERCULINE CHEZ LES ENFANTS VACCINES AU BCG 15 


Il se trouve que 83 de ces enfants ont subi des épreuves a la 
tuberculine pendant la période 1928-1929. 42 étaient alors agés 
de moins d’un an. Il nous a semblé utile de multiplier au 
maximum les observations et, dans la suite, nous parlerons de 
ces 297 enfants en comprenani toujours les observations, au 
nombre de 214, auxquelles ont donné lieu 83 de ces mémes 
enfants de 1928-1929. Nous disposons ainsi d’un total de 
297 enfants vaccinés au BCG sans contact, donnant 833 obser- 
vations. 

L’analyse des épreuves subies par ces enfants n'est pas aussi 
simple & faire que celles qui concernent les enfants témoins, 
sans et avec contact. Il faut envisager, tout d’abord, le mode 
de réaction de chaque enfant a la tuberculine. Chaque enfant, 
en effet, a sa maniére de réagir et il la conserve, pour autant 
que nous avons pu l’observer. 

Le tableau I nous présente ces 297 enfants répartis en 
7 groupes, suivant le nombre de fois qu’ils ont été soumis aux 
séries d’épreuves de tuberculine. Chaque enfant est inscrit dans 
la colonne qui correspond a son mode de réaction. Nous en 
avons établi 4, qui traduisent une sensibilité a la tuberculine 
nettle, faible, ébauchée et négative. Expliquons-nous. 

La sensibilité nette est caractérisée par des réactions positives 
allant dune cuti-réaction positive & une intradermo-réaction 
positive &2 milligrammes de tuberculine. 

Nous rappellerons 4 ce propos que |’enfant, que nous mar- 
quons : I. D. (Intradermo) 2 milligrammes ++, a déja eu, lors 
de cette série d’épreuves, des réactions tres faiblement ou fai- 
blement positives a partir de 1 milligramme de tuberculine par 
intradermo-réaclion; sinon, il sera margué : I. D. 2 &5 milli- 
grammes --. 

La sensibilité faible est celle qui est révélée par des réactions 
positives & la tuberculine, allant d'une intradermo-réaction 
positive de 2 milligrammes & une intradermo-réaclion positive 
de 1 centigramme. 

La sensibilité ébauchée donne des intradermo-réactions de 
1 centigramme qui seront « plus-moins » (+) ou douteuses. 

La sensibilité négative est celle qui correspond & des réac- 
lions négatives jusqu’a 1 centigramme par inoculation intra- 
dermique. 
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Nous disions plus haut qu’un enfant ne changeait pas de 
sensibilité dans les périodes ot nous avons pu l’observer. C’est 
vrai pour l’enfant dont lallergie est bien établie; nous verrons 
plus loin quil en est surtout ainsi a partir de deux ans. Mais 
certains enfants, tres jeunes, en dessous de six mois, surtout 
en dessous de trois mois, peuvent avoir une sensibilité ébauchée 
ou faible, mais qui se révélera, a l’épreuve suivante, la sensi- 
bilité définitive de l'enfant, définitive pour nous, dans les 
limites de notre temps d’observation, c’est-a-dire jJusque vers 
cing ans. 

Cette fixité dans le mode de réaction est une régle pratique- 
ment absolue; quelques enfants seuls y font exception (guére 
plus de quatre en tout), qui ont présenté, tantOt une sensibilité 
nette, tantot une sensibilité ébauchée, faible ou négative. Ils 
ont présenté ce caractére de variabilité dans leur sensibilité 
pendant plusieurs années. Pour curieux que soit leur cas, il 
est si rare que nous nous contenterons de le mentionnner 
icl. 

Divers auteurs et nous-mémes avons parlé des variations 
dans la sensibilité des réactions, c’est-a-dire d’enfants vaccinés 
ayant tantét une réaction positive, tantot une réaction néga- 
tive. Mais, en réalité, de quels faits s’agit-il? Les enfants 
vaccinés ont en général une sensibilité & la tuberculine moins 
forte que les enfants contaminés naturellement, d’ot ces appa- 
rences de variations pour ceux qui ont une sensibilité faible « & 
la limite » et qu’on interprétera tant6t comme positifs, tantét 
comme négatifs. Lorsque nous parlons d’oscillations dans la 
sensibilité, nous entendons ici, simplement, que l’enfant pré- 
sente des variations dans les limites de sa sensibilité, nette, 
faible ou ébauchée. L’enfant habituellement sensible & une 
intradermo-réaction au 1/10 de milligramme pourra, par 
moments, présenter une intradermo-réaction positive au 
1/2 milligramme et négative au 1/10 de milligramme, tout 
comme il pourrait avoir une culi-réaction positive. Celle-ci ne 
sera jamais +--+; cette variation est spéciale aux enfants & 
cuti-réaction habituellement positive, enfants de sensibilité 
particuliérement nette. Le fait essentiel est que le méme enfant 
n’aura jamais de ces réactions qui caractérisent les autres sen- 
sibilités. Voila ce que nous entendons par fixité de la sensi- 


Enfants ayant subi 
Enfants ayant subi 
Enfants ayant subi 


Enfants ayant subi 


i 
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bilité (1). Quelques enfants sont plus sujets que d’autres a ces 
variations; leurs oscillations sont plus grandes. Par exemple : 
de cuti-réaction positive & une intradermo-réaction positive de 
1 milligramme. Ils restent cependant toujours dans les limites 
que nous avons indiquées pour la sensibilité. Ces enfants 
représentent peut-étre une transition entre ceux qui répondent 
a la régle de fixité, qui sont la grande majorité, et les quelques 
enfants mentionnés plus haut qui y font exception. 

Avant d’entrer dans le vif de la discussion des chiffres 


Sensibilité | Sensibilité |Sensibilité 


nette 


Nombre 
denfants 


l'épreuve ala tuberculine 


lepreuve ala tuberculine 


Sensibilité 


ébauchée 


l'epreuve ala tuberculine 


I'épreuve 3 latuberculine 


Enfants ayant subi ee l'epreuve alatuberculine 


Enfants ae subi | 6fois | lepreuve a latuberculine 


Enfents ayant ares Tfois | l'epreuve 3 latuberculine 6 1 


Total 
Pourcent. | GO.61% | 14.15% 3.36% 21 88°%o 


Tasteau J. — Répartition en sensibilités nette, faible, négative et classement 
d’aprés le nombre des séries d’épreuves tuberculiniques subies par l'enfant. 
Ce tableau concerne 297 enfants vaccinés, sans contact, représentant 833 
séries complétes d’épreuves tuberculiniques. 


obtenus pour chaque catégorie, que le lecteur nous permette 
d’expliquer Jes tableaux et les graphiques qui leur corres- 
pondent. 


(1) Nous avons lair de nous conlredire lorsque nous parlons de certains 
enfants dont quelques observations sont marquées par nous I. D. 1 cg.—, 
alors qu’en général leurs réactions étaient I. D. 1 cg. (ou douteuses). Ce 
n'est la qu’une apparence. Nos réactions ne yont pas au dela de 1 centi- 
gramme, et nous ignorons comment ces enfants auraient réagi a une dose 
plus élevée de tuberculine. Ne trouvant pas leurs réactions a 4 centigramme 
suffisamment précises pour les dénommer -+-, ou douteuses, nous ayons 
dit: I. D. 1 eg. —. Ceci pour ne pas créer une rubrique de plus. Mais nous 
affirmons que ces réactions n’ont ie le caractére d’absolue négativité que 
présentent celles des enfants témoins, ou celles des enfants négalifs stables. 
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Reactions Nettes faibles negatives ébauchees 
Cuti-React. 
et 


1.D.Réact. |1.D.Réact | 1.D.Réact. 1.D.Réact. 
Ages Nombre} Vio mmg | V2mmg 1-2mmg - Smmg_lcg} J.D.Réact. leg 
- + 


des enfants + + + Iiemmg~ 
Nore % | Nore % | NOTE % Nore ~%o 


- ee 
9.10 %o 18,50 Yo 


Tasteau Il. — Nombre des réactions el pourcentages correspondants. Ce 
tableau concerne 297 enfants vaccinés au BCG sans contact. La réaction 
est notée a lage ott la sensibilité de l'enfant 4 la tuberculine a été éprouvée 
pour la premitre fois. 
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Reactions Nettes faibles 


negatives ébauchées 


. j Cuti-Réact. 
| 1,D, Réact. | LD.Réact.} 1.D,Réact.| 1 -D:Réact et, 
Ages Vammg 1-2mmg 2-S5mmg | Sming-lcg| |.D.Réact 
des enfants + + + + Viommg—~ = - = 
Noret Yo | NOt % | NOMet %o | Noet %o | NOTE et Yo | NY ct Yo ree Noeet Yo 


L.D.Réact Re L.D.Réact 1.D.React 
2mmg Icg leg 
douteux 
No et Yo 


64.72 Yo 5% 5,88 % TH. 40 Yo 
TasLeau III..— Résultats par age et par nombre d’observations (833) des 


tuberculino-réactions pratiquées sur 297 enfants vaccinés au BCG, sans 
contact. 
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Nous avons dit que le tableau I présente les 297 enfants, 
répartis d’aprés la sensibilité qu’ils ont acquise; nous avons 
expliqué ce que nous entendons par ces sensibilités nette, 
faible, ébauchée et négative. 

La tableau II montre & quel age chaque enfant a décelé sa 
sensibilité 4 la tuberculine pour la premiére fois et quelle était 
sa réaction & ce moment précis. 

Par le cableau III nous avons un apercu dunombré des obser- 
vations auxquelles ces 297 enfants ont donné lieu et de la fré- 
quence .des réactions diverses par rapport a l’age. Il serait 
fastidieux de suivre ces chiffres un un; les graphiques, de par 


50% ee 
‘ ; ' 
— Cuti-Réactions + 
——~- IntraDermo-Réactions 10 mmg + 9 


GrapniquE J. — Pourcentage des cuti-réactions positives et des intradermo- 
réactions (4a 1/10 de milligramme) positives par rapport 4 l’Age des enfants. 
Ce graphique concerne 297 vaccinés au BCG, sans contact, représentant 
833 séries complétes d’épreuves a la tuberculine. 


leur nature méme, sont de consultation plus rapide et agréable. 
Nous en donnons trois pour résumer ce dernier tableau. 

Le graphique I montre les variations des cuti-réactions et 
intradermo-réactions 1/10 de milligramme positives. Ces deux 
réactions sont de beaucoup les plus nombreuses et forment la 
majorité des réactions de sensibilité nette. 

Le graphique II est la courbe moyenne obtenue par l'addi- 
tion des deux courbes du graphique I. Il représenté en ligne 
pointillée la méme courbe moyenne obtenue par les mémes 
réactions chez les enfants BCG avec contact. 

Comme il s’agit de moyenne nous obtenons des chiffres qui 
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sont nettement en dessous de la réalité. Ce qui nous inté- 
resse surtout dans ces graphiques, en général, et dans celui-ci 
en particulier, c’est l’allure des courbes. 

Le graphique III exprime par trois courbes les pourcentages, 
par rapport @ l’4ge, des observations de sensibilité : nette, 
faible et ébauchée. Pour ne pas encombrer le graphique nous 
avons fait abstraction de la sensibilité négative, qui est presque 
inexistante comme nous le verrons. 

Le tableau IV donne les chiffres des pourcentages de chaque 
sensibilité. 

Ces divers tableaux, avec leurs chiffres correspondants, se 


50% || 


Enfants BCG 


Sans contact 


ams AVEC COntact 


Grapuique Il. — Pourcentage des cuti-réactions positives et des intradermo- 
réactions 4 1/410 de milligramme positives par rapport a l’Age des enfants. 
Ce tableau concerne des enfants vaccinés au BCG avec et sans contact. 


controlent mutuellement et prouvent que notre division en 
quatre sensibilités n'est pas arbitraire. 

Liintérét de notre travail consiste aussi dans le grand 
nombre d’enfants et d’observations. Tout le monde sait dans 
quelles erreurs on tombe en calculant sur de petites séries. 
Nous en donnerons deux exemples frappants. 

Voici le premier : lors de nos observations de 1928-1929, nous 
n’avions que 6 enfants de zéro & trois mois, qui nous ont donné 
quatre cuti-réactions positives et, dans notre étude de 1930- 
1931, ott nous avions 34 enfants du méme age (de zéro 8 trois 
mois), nous n’avons eu aucune cuti-réaction positive. 

Une autre erreur, due au hasard surtout, est celle qui ne 
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nous donne que deux intradermo-réactions positives a 1/10 de 
milligramme sur 30 observations de quatre & cing ans. Les 
enfants dont les observations sont marquées a cet age, sauf 
quelques exceptions concernant justement les enfants & culi- 
réaction positive, ne sont pas les mémes que ceux dont les 


Cuti-Réactions + 4 Intra-Dermo-Réactions + 4 2 mmg. Réactions Nettes 


~...— Intra-Dermo-Réactions + de 2mmg 4 Icg. Réactions Faibles 


-—— Intre-Dermo-Réactions 4 Teg ¥ et Teg douteux. Réactions Ebauch¢ées 


Grapnigue Il. — Pourcentage des réactions tuberculiniques nettes, faibles 
et ébauchées suivant lage. Ce graphique concerne 297 enfants vaccinés, 
sans contact, représentant un total de 833 séries compiétes d’épreuves a 
Ja tuberculine. 


observations sont marquées de trois ans et demi & quatre ans. 
A cet age nous relevons 17 intradermo-réactions positives & 
1/10 de milligramme sur 36 observations. Nous avons l’intime 
conviction que ces enfants de trois ans et demi a quatre ans, 
s‘ils étarent revus de quatre & cing ans, donneraient les mémes 
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réactions de sensibilité 
netie. Et alors quelle 
différence de chiffres, de 
pourcentage ! Les 
9 observations de sen- 
sibilités négatives et 
ébauchées de quatre a 
cing ans concernent des 
enfants qui ont toujours 
eu les mémes réactions. 

Etantdonnés ces faits, 
contrélés par nous avec 
précision, nous nous 
garderons d’attribuer 
une valeur absolue aux 
chiffres partiels. Ce sont 
les résultats globaux qui 
retiendront plus spécia- 
lement notre attention. 

Parcourons, pour 
commencer, le ta- 
bleau I, pour contréler 
ensuite nos dires par 
les résultats fournis par 
les tableaux IJ et III. 

Il n’y a rien de par- 
ticulier & dire des en- 
fants dont la sensibilité 
na été vérifiée qu'une 
foiss eh) ne peut tre 
question que de proba- 
bilités. Nous avons 66 
de ces enfants de tous 
les Ages. D’aprés la 
régle de fixité, il est 
presque certain que 
les 33 enfants vaccinés 
x sensibilité nette, dont 
15 ont plus d’un an, la 
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Intra-DermoRéactions 
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Intra- Dermo- 


Réactions 
2mmg+a leg + 


Intra-Dermo- 
Rea ctions 


negatives 


ermo- 


Intra -b 


Reactions 
Teg ¢ et 1cg dout. 


, négatives et ébauchées par rapport a lage des enfants. 
tact, représentant 833 séries complétes d’épreuves a la tuberculine. 
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és, sans con 


fants vaccin 
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— Pourcentage des réactions nettes, faible 


Tasieau LY. 
Ce tableau concerne 29 
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Réactions Nettes Faibles Negatives Ebauchées 


ct. | Intra-Dermo| Intra-Dermo} Intra-Dermd Intra-Dermo|Jntra-Dermo|Intra-Derio | Intra-Dermo 
Obser React Réact. Réact React BEES React. Réact. 
vations Viom ve + |1-2mm 2-5mmg+ |Smmg-leg +] 2mmg - 4Gmmg - leg - 
ihre See ret! Je Nore oo Nort Yo Nore %o Noet eo 


Nombre Nore % | Noreet Yo [NOt Yo | NOS et 


a re ee 
TH.03 Vo 7.22% 8.29 %o 10.46 Yo 


Tasteau V. — Nombre des observations faites 4 chaque age et pourcentage 
des réactions positives aux différentes épreuves. Ce tableau concerne 
428 enfants ayant subi un contact tuberculeux, représentant 277 séries 
complétes d’épreuves a la tuberculine. 
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conserveront telle. II 
en sera de méme pour 
les 6 enfants 4 sensibi- 
lité faible. Quant aux 
4 enfants a sensibilité 
négative, 2 sont des 
négatifs stables (nous 
parlerons plus loin en 
détail des négatifs). Les 
deux autres sont dgés, 
Yun de cing semaines, 
Vautre d’a peine deux 
mois. Disons tout de 
suite que nous parlons 
d’enfants agés de zéro 
a trois mois. Mais 4, 
sur nos 40 enfants, ont 
entre un et deux mois, 
les 36 autres ont de 


212-3 ans 
80.56 


2-2/2ans 


Tapceau VI. — Pourcentage groupé par age des sensibilités 4 la tuberculine, nette, faible, négative et ébauchée concernant 


u5u 4.34 G35 2.718 3.22 je | 7.69 


deux a trois mois. Les é B 
deux enfants a sensibi- | 2 ie 
lité négative dont nous 2 
venons de parler peu- 5 a 


vent fort bien étre en 
période anté-allergique. 
Ils ne compteront donc 
pas dans les négatifs 
définitifs. Nous savons, 
par notre tableau UL, 
que 17 enfants de zéro 
4 trois mois, faisant par- 
tie des 66 enfants, ont 
une sensibilité ébau- 


9-12mois 


0-3 mois | 3-6 mois} 6-9 mois 


chée; eux aussi peuvent ES: : 

: ae 5 
réyéler une sensibilité 6S |e,|@2¢| fer 
Q iss G & 6.2 5 Oa 
faible ou nelte un peu 818 po be | Ase | Ass 
ee ri oo oO OI 
plus tard. Il ne reste | < PR°OS | £827) 58% | 2p 
P ; See eS e] EG eae 

donc, de cette catégorie, Sie wh es 


que 23 — 17 —benfants 


128 enfants vaccinés, ayant subi un contact tuberculeux et représentant 277 séries complétes*d’épreuves tuberculiniques. 
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dont la sensibilité semble devoir étre considérée comme ébau- 
chée définitivement, ces 6 enfants étant plus agés. 

En ce qui regarde les 78 enfants dont la sensibilité a été éta- 
blie & deux reprises, ce que nous venons de dire reste vrai pour 
ies 39 enfants & sensibilité nette, les 15 enfants a sensibilité 
faible. L’enfant négatif, d’aprés son age, doit étre considéré 
comme un négatif stable. Il s’agit, pour les 23 enfants & sensi- 
bilité ébauchée, d’enfants dont la sensibilité est restée ébauchée 
une deuxiéme fois, pour certains, entre six et neuf mois et, 
pour les autres, de neuf & douze mois. Il y a beaucoup de 
chances, croyons-nous, pour que leur sensibilité ne devienne 
pas nette; pour quelques-uns peut-ctre, 4 période anté-aller- 
gique longue, elle deviendra faible. Mais ceci fait partie du 
domaine des suppositions. 

Des 80 enfants éprouvés & trois reprises a la tuberculine, on 
peut dire avec une quasi-certitude que les 49 enfants & senst- 
bilité nette, les 18 & sensibilité faible et les 12 & sensibilité 
ébauchée conserveront leurs sensibilités respectives. Le négatif 
est un négatef stable. 

Quant aux enfants vus quatre, cing, six et sept fois, nous 
estimons que le doute n'est pas possible, puisque toutes leurs 
épreuves nous ont toujours donné des résultats semblables. 
Chaque fois, nous avons une majorité impressionnante de sen- 
sibilités nettes. 

Nous pensons que les sensibilités ébauchées doivent étre 
comptées dans les réactions positives, quoigue trés faibles. 
Nous avons vu que jamais de vrais enfants-témoins ne présen- 
taient de réactions analogues et que, par contre, nous les 
retrouvions parfois chez quelques enfants-témoins avec contact. 
Ces enfants & sensibilité ébauchée ne restent donc pas indiffé- 
rents ala tuberculine, bien que leur allergie ne soit pas suffi- 
sante pour se manifester par une sensibilité plus nette. Cette 
sensibilité ébauchée doit étre en rapport avec l’action d’un bacille 
de Koch, peu virulent chez les enfants-témoins avec contact 
et avec l’action du vaccin BCG chez les enfants vaccinés sans 
contact. 

Si nous prenons les résultats globaux du tableau I, nous 
avons : 


LA TUBERCULINE CHEZ LES ENFANTS VACCINES AU BCG 27 


Resullats positifs : 287 enfants = 96,64 p. 100. 


Sensubuiteeties FA. s45. 3 0 eo. {80 enfants. 
Densibilite! faibless., 5... 4 6 42 enfants. 
Sensibilité ébauchée........, 65 enfants. 


Résultats négatifs : 10 enfants =3,36 p. 100. 


Nécatitssstablese.s.ia-sme nite, ole 8 enfants = 2,69 p. 100. 
Négatifs, encore indéterminés. . . 2 enfants. 


En chiffres ronds, nous pouvons dire que nous relevons 
97} p. 100 @enfants a réaction positive et 3 p. 100 a réaction 
négative. 

Nous disions tout & l'heure que 2 des 10 enfants négatifs ne 
comptaient pas, vu leur jeune age, et que chez 8 enfants seule- 
ment nous pouvions parler de résultats négatifs stables. Ce sont 
de grands enfants qui ont toujours été franchement négatifs & 
1 milligramme de tuberculine par intradermo-réaction en 
1928-1929. En 1930, nous n’avons pas éprouvé leur sensibilité 
au dela de 4 milligrammes; nous les considérons cependant 
comme négatifs stables parce que leurs réactions ont été fran- 
chement négatives a cette dose et que, chez les enfants 4 sensi- 
bilité ébauchée, les réactions de 4 milligrammes n’ont pas ce 
caractére négatif absolu. Nous avons donc le droit d’affirmer 
que, dans l'état actuel de nos recherches sur la sensibilité a la 
tuberculine, 3 p. 100 environ des enfants ne sont pas sensibles 
a la tuberculine. 

Ainsi, alors que Vallergie provoquée par le bacille de Koch 
dans la contamination naturelle se traduit en général par une 
sensibilité & la tuberculine qui est extrémement nette, il n’en 
est pas de méme chez l’enfant vacciné au BCG. Tandis que, 
chezl’enfant contaminé, il suffit de pratiquer une cuti-réaction 
de Pirquet pour voir apparaitre une réaction assez vive et qu’il 
y a peu de différence entre les réponses des cuti-réactions et 
- celles des intradermo-réactions, chez l’enfant vacciné par le 
BCG et sans contact tuberculeux, cette allergie est variable 
dans ses manifestations cutanées. Nous distinguons ici plusieurs 
degrés dans les réactions cutanées positives, correspondant aux 
sensibilités : nette, faible, ébauchée. Nous savons que, chez 
chaque enfant, cette sensibilité est fixe, dans les limites d’age 
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de notre observation lorsque l'état d’allergie est bien établi. 
Pourquoi cette sensibilité est-elle tantot nette, tantot faible? 
Nous l'ignorons. Nous avons vu, par exemple, deux jumelles 
de cing ans, enfants en bonne santé, dont lune est particulié- 
rement florissante. C’est une blonde, sa peau se colore un peu 
au soleil; elle a toujours eu une sensibilité ébauchée. Sa 
swur, qui est brune, a toujours réagi par des cuti-réactions 
+et-++ (1). oe 

Avant de discuter l'ensemble de nos travaux, disons que, sur 
les tableaux II et ILI, nous trouvons une colonne marquée 


Cuti-Réactions positives 


—— — IntraDermoRéactions au Vio mmg positives 


GrapuiquE LV. — Pourcentage des cuti-réactions positives et des intradermo- 
réactions positives (au 1/10 de milligramme) d’aprés l’Age des enfants. Ce 
graphique concerne 128 enfants vaccinés, ayant subi un contact tubercu- 
leux et représentant 277 séries complétes d’épreuves a la tuberculine. 


Cuti-réactions négatives, intradermo-réactions au 1/10 de milli- 
gramme négatives. Pour le tableau II, il s'agit d’enfants dont 
la premiére réaction faite est marquée ainsi. Pour le tableau III, 
il s’agit de la répétition des observations prises 4 plusieurs 
reprises sur les mémes enfants marqués a des Ages différents. 


(1) Nous ne pouvons cependant pas dire que le facteur brun ou blond joue 
un role dans la réaction cutanée de l’expression de Jlallergie. Sur nos 
297 enfants ily en a certainement les deux tiers qui sont bruns; mais, parmi 
le tiers d’enfants blonds, il y a beaucoup d’enfants 4 sensibilité nette. Les 
8 enfants négatifs stables sont 5 enfants bruns et 3 enfants trés blonds. 


LA TUBERCULINE CHEZ LES ENFANTS VACCINES AU BCG 29 


am 


Disons tout de suite que, sur 25 de ces réactions marquées sur 
le tableau IJ, 15 sur 18 marquées jusqu’A dix-huit mois 
deviennent des sensibilités nettes, 2 sont des négatits stables, 
4 une sensibilité faible. Les sept autres, de dix-huit & trente 
mois, sont: 3 négatifs stables, 3 sensibilités ébauchées, 1 sen- 
sibilité faible. 

Comparons les pourcentages des réactions globales des 
tableaux I, II, HI. 


SENSIBILITE SENSIBILITE SENSIBILITE SENSIBILITE 


netle faible ébauchée négative 

p. 100 p. 100 p. 100 p. 100 
Walle leauteli eae see 60,64 44,15 21,88 3,36 
(Nalblieaniel ieee urna 53,53 48,87 18,50 9,10 
alle auelle te. se 64,72 15 14,50 5,88 


Si nous pensons aux 25 enfants marqués: culi-réactions 
négatives sur le tableau II, dont 15 sont des enfants & sensibi- 
lité nette, nous obtenons avec cette unique rectification 
58,59 p. 100 de sensibilités nettes pour le tableau II. ll y a done 
une grande analogie entre les pourcentages de sensibilités 
nettes des trois tableaux. Il y a un petit excédent en faveur de 
la sensibilité nette du tableau III, puisque nous comptons par 
observations et quil y a une prédominance d’enfants & sensi- 
bilité nette. Pour la sensibilité faible, les chiffres sont presque 
égaux si nous décomptons, des sensibilités faibles du tableau II, 
les cutt-réactions négatives qui font partie des enfants & sensi- 
bilité nette que nous avons ajoutés pour obtenir le chiffre 
58,59 p. 100 de sensibilités nettes au tableau II. 

En ce qui concerne les sensibilités négatives du tableau I, 
nous savons déja qu’en réalité le chiffre est 2,69 p. 100. Nous 
avons, pour cette méme sensibilité, 9,10 p. 100 au tableau I, 
ou les enfants sont marqués par leur premiére réaction, et nous 
en avons 27 marqués & 2 milligrammes, 4 milligrammes et 4 
centigramme négatifs. Nous savons que 8 seulement sont a 
compter comme négatifs stables, les autres étant des enfants 
a sensibilité ébauchée ayant eu ces réactions négatives sur 
lesquelles nous nous sommes déji expliqués. Le tableau IN, 
qui donne les résultats par observations, a forcément un léger 
excédent sur nos 3,36 p. 100 du tableau I. Ce que nous venons 
de dire explique lcs légéres divergences des pourcentages des 
trois tableaux pour la sensibilité ébauchée, sans oublier que, 
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des 65 enfants marqués a sensibilité (ébauchée sur le tableau I, 
il y en a plusieurs qui, vus une fois seulement, encore trés 
petits, n ont pas leur allergie bien établie, ce qui explique{notre 
chiffre de 21,88 p. 100. 


* 
* ¥ 


Tels sont donc les résultats globaux. Voyons maintenant, 


zie 


figneeee 
eee 


4 a 5ans 


Aas Pa i ey 


Cuti-Réactions + Intra-Dermo-Réactions de 2mmg.+.Réactions Nettes 


-.---.- Intra-DermoRéactions de 2mmg+ d1cg+. Réactions faibles 

---- Intra-DermoRéactions de leg + et Icg douteuses. Réactions Ebauchées 
GrarniqueE V. — Pourcentage des réactions nettes, faibles et ébauchées par 

rapport a lage de l’enfant. Ce graphique concerne 128 enfants vaccinés au 

BCG, ayant subi un contact tuberculeux, qui représentent 277 séries com- 

plétes d’épreuves a la tuberculine. 


cette fois en nous basant sur l’ensemble des observations faites, 
a quel age nous voyons s’établir V’allergie? Ce sont les gra- 
phiques qui vont nous renseigner. 
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Disons d’emblée, pour tous les graphiques, que nous négli- 
gerons les irrégularités des courbes dues a des chiffres qui, 
quoique respectables, ne font pas partie des grands nombres et 
aussi & ce fait que les mémes enfants ne sont pas revus aux 
mémes ages. 

Ceci dit, prenons le graphique III qui nous montre |’évolu- 
tion des sensibilités nette, faible et ébauchée. Nous voyons que 
la sensibilité nette s établit progressivement pour atteindre une 
moyenne de 44 p. 100 & six mois, de 60 p. 100 & un an et de 
75 p. 100 & deux ans, niveau quelle dépassera encore pour ne 
pomt le garder du reste; mais la baisse accusée plus tard, 
de quatre & cing ans, est due au hasard. Si beaucoup d’enfants 
atteignent leur seuil de sensibilité définitive en deux ans, c’est 
malgré tout a partir de deux ans que nous avons un optimum. 
Les sensibilités ébauchées qui ont un maximum de 42 p. 1004 
trois mois diminuent progressivement jusqu’a deux ans, ce 
maximum représentant en majorité des enfants dont l’allergie 
s’établit plus lentement. Si nous pensons a la courbe des 
sensibilités négatives, absente de ce graphique, ou la majo- 
rité des observations se rapportent a des sensibilités ébau- 
chées, nous obtiendrons, 4 partir de deux ans, une moyenne 
de 16 p. 100 environ de sensibilités ébauchées, fixes de deux a 
cing ans. 

Le graphique I nous donne les réactions positives des 
cuti- et intradermo-réactions au 1/10 de milligramme; ces 
deux catégories de réactions forment la majorité des réactions 
de sensibilité nette. La ligne pleine, qui donne les pourcentages 
des cuti-réactions positives, indique 10 p. 100 a trois mois pour 
atteindre 13 p. 100 & un an. A partir de cet age, elle est en 
progression presque réguliére. Nous faisons abstraction de la 
baisse marquée de deux ans 4 deux ans et demi et la remplacons 
par une moyenne idéale qui nous donne 29 p. 100 & deux ans, 
moyenne qui se maintiendra jusqu’a trois ans pour s’élever a 
50 p. 100 vers cing ans. 

La ligne pointillée des pourcentages des intradermo-réactions 
positives au 1/10 de milligramme atteint, en complant par 
moyenne idéale, 19 p. 100 & six mois et 34 p. 100.8 un an. Ce 
niveau, & peu de chose prés, se maintiendra jusqu’a cing ans. 
Nous sayons ce qu'il faut penser de la baisse brusque de quatre 
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& cing ans, de ces pourcentages. Elle n’est pas & prendre en 
considération. 

Le graphique II, qui nous donne la moyenne de ces deux 
pourcentages, nous montre la progression réguliére, avec un 
maximum cependant d’allergie s’établissant entre zéro et un an. 
A partir de deux ans, on peut considérer comme stables les 
pourcentages de sensibilité nette, fixe. C’est intentionnellement 
que nous ne menlionnons pas de chiffres tei. L’allure de la 
courbe est franche et parlante par elle-méme. 

Ces 3 graphiques nous montrent que l’allergie, exprimée par 
les pourcentages de sensibilité nette, va en progressant jusqu’a 
deux ans, avec un maximum de progression de zéro & un an. 
A partir de deux ans, nous pouvons considérer Callergie comme 
établie, devenue fixe. Seules, les cuti-réactions positives, expri- 
mant une sensibilité particuliérement nette, sont encore en 
légére progression aprés deux ans. Sinous consultons le tableau 
n° 3, nous voyons qu’en prenant les 36 enfants sur les 40 agés 
de zéro a trois mois 4 réaction positive (nette, faible et ébau- 
chée), nous avons 90 p. 100 d’enfants qui réagissent; de trois 
& six mois, 96,70 p. 100. Nous ne fatiguerons pas le lecteur par 
i’énumeération des chiffres correspondant aux autres ages. Nous 
savons que le facteur « hasard » va maintenant entrer en jeu 
pour augmenter ou diminuer légérement les chiffres, puisque 
les mémes enfants ne sont pas forcément revus aux mémes 
ages. Mais nous savons aussi avec quel soin nous avons déter- 
miné les sensibilités marquées sur le tableau I, et qu'il nous 
donne une moyenne de 97 p. 100 de réactions positives. Il était 
intéressant de se rendre compte que, déja chez les enfants de 
zéro & trois mois, et qui ont en moyenne dix semaines, nous 
avons 90 p. 100 de réactions positives ot la sensibilité nette est 
cependant en minorité. De trois 4 six mois, nous obtenons 
un pourcentage 96,70 p. 100 ot la sensibilité nette représente 
50 p. 100. L’ensemble des sensibilités positives va rester 
stationnaire, mais les réactions nettes vont en former, toujours 
plus, la majorité. C’est vers l’age de deux ans que nous obte- 
nons un maximum qui restera & peu prés slable comme nous 
Vont prouvé nos trois graphiques. 

Nous savons, par le comportement de nos enfants, résumés 
par le tableau I, que nous n’avons pas dexemples a fournir 
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@enfants qui, ayant acquis une sensibilité a la tuberculine, 
Cavent perdue dans nos limites d’observation, soit jusque vers 
cing ans. 

Nos observations de 1928-1929, faites sur un nombre 
d’enfants plus limité, avec des doses de tuberculine plus 
faibles, des réactions qui n’étaient pas faites en série et surtout 
un temps d’observation plus court, nous avaient amenés a des 
conclusions un peu différentes de celles d’aujourd’ hui. 

Alors déja, nous avions pressenti, méme affirmé, que la 
majorité des enfants ayant ingéré le vaccin BCG réagissaient a 
la tuberculine, et nous pensions bien que notre chiffre de 
11,4 p. 100 d’enfants a réactions négatives était exagéré. 

Un fait nouveau, qui ressort de nos observations portant sur 
trois ans d’expériences, est que /’allergie de [enfant ne va pas 
en diminuant, comme d’autres auteurs et nous-mémes l’avions 
cru. Nous savons maintenant que cette allergie atteint un degré 
particulier chez chaque enfant et s’y maintient dans les limites 
d’ages ot nos observations ont porté, c’est-a-dire cing ans. On 
peut diviser cette allergie en quatre groupes de sensibilités : 
nette, faible, ébauchée et négative. La période anté-allergique 
est relativement courte pour la majorité des enfants. A trois 
mois et six mois, nous avons déja 90 p. 100 et 96,70 p. 100 de 
réactions positives, parmi lesquelles la sensibililé nelte repré- 
sente, dans ces pourcentages, 30 p. 100 et 50 p. 100, alors qu’a 
partir de deux ans, oi 97 p. 100 denos enfants réagissent posi- 
tivement, les réactions de sensibilités nettes sont fortement 
dominantes et vont jusqu’a 87,26 p. 100 de trois ans a trois ans 
et demi. 

Quoique, dans l'ensemble, l'enfant ayant ingéré le vaccin BCG 
devienne allergique vers trois mois, il faut tenir compte des 
cas exceptionnels ot l’allergie n’est décelable qu’a six, huit et 
méme douze mois. Cetle notion est importante a retenir pour 
fixer la période pendant laquelle on peut craindre que le 
vaccin ne protege pas |’enfant vacciné ou ne le protége qu ’insuf- 
fisamment. 
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Etude de la sensibilité a la tuberculine 
chez les enfants vaccinés au BCG 
ayant subi un contact tuberculeux. 


Du mois de mai 1930 au mois de décembre 1931, nous avons 
fait subir les épreuves tuberculiniques & 128 enfants vaccinés 
d’aprés la méthode de M. Calmette et ayant subi un contact 
tuberculeuc. 

L’age d’entrée de ces enfants au Placement familial des Tout- 
Petits est assez variable. Certains enfants, de pére tuberculeux, 
arrivent tout petits avec leur mére qui les nourrit pendant 
quelques semaines au centre du Placement familial. Malgré cetle 
séparation précoce du parent malade, le contact, quoique court, 
a pu étre infectant. 

D’aprés leur age d’entrée au Placement familial, les enfants 
se répartissent ainsi : 


CONTACT INTIME 


AGE D' ENTREE NOMBRE D’ENFANTS p. 100 
OWAYS MINGOLS <n, Lora Ce eee 23 26 
3 sO eIMMOlSas = sacs eee en aan 20 32 
62349 NOUS 5 eee aca reel aeon cae eS 21 42 
Gar T2nMOUS” Rave on nike ne eae eee 13 88 
12 cae ASS MOIS: «oe pee i ee oe ule! 42 
ley Eur piNses Gope emo ed So ono oo o 40 55 
48" Qe MOUS: ceees seo es) Bevan 44 vil 
QaN Sa) 27 ONS, Oe ee hans hee Care eens 128 26 


L’origine et la nature du contact sont les suivantes : 


CONTACTS INTIMES CONTACTS LEGERS 


Contacts de pére. ... 179 Q4 BO) 
Contacis de mére ... 43 25 18 
Contacts de pére et mere. 6 3 3 

128 52 a6 


Le grand nombre de contacts intimes lorsque la mére est 
malade, le pourcentage progressif de ces contacts par rapporta 
dA ’ r eT: 5 
Page d’entrée au Placement familial, n’ont rien pour nous sur- 
prendre. 

Personnellement, nous avons vu 36 de ces enfants de 
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zéro & douze mois, donnant 51 observations. 6 d’entre eux 
ont eu, trés vite aprés leur admission, une cuti-réaction +L. 
I] est possible que le vaccin ingéré ait agi partiellement 
pour créer cette allergie, mais nous croyons avant tout que 
le contact humain a di étre efficace. Jamais nous n’avons vu, 
chez d’aussi jeunes enfants vaccinés au BCG, et sans contact, 
des cuti-réactions ++ et persistant +--+. 

Afin de donner toute leur valeur aux observations des enfants 
sans contact, nous avons procédé a un classement rigoureux, 
ne gardant dans cette rubrique que les sujets dont la séparation 
ne laissait aucun doute. La contre-partie de ce classement trés 
strict se fait sentir dans nolre groupe d’enfants BCG avec 
contact. I] contient, croyons-nous, un assez grand nombre 
d’enfants chez lesquels le contact n’a pu agir et qui, de ce fait, 
vont fausser la statistique des tableaux suivants. 

Lors de la période d’observation que les enfants avec contact 
doivent passer dans une créche avant leur admission au Pla- 
cementfamilial des Tout-Petits, il est facile de classer un enfant 
témoin avec contact dans les enfants non contaminés, si ses cuti- 
réactions restent négatives ainsi que ses radiographies. Ce sera 
beaucoup plus difficile pour les enfants ayant été vaccinés par 
le BCG. Si leurs culi-réactions ainsi que leurs radiographies 
restent négatives, que, de plus, il s’agisse de trés jeunes enfants, 
ils peuvent fort bien étre en période anté-allergique et pré- 
senter, peu apres leur admission, des cuti-réactions positives. 
Comment savoir la part qui revient au vaccin ingéré et celle 
qui revient 4 la contamination? Deux points nous paraissent 
capitaux, dont un n’a d’intérét que par rapport a lage : a 
savoir lage d’apparition de la cuti-réaction positive et, ensuite, 
la stabilité et lintensité de cette cuti-réaction. Nous avons vu, 
chez les enfants BCG sans contact, qu’a six mois nous avions 
10 p. 100, et un an 13 p. 100 de cuti-réaclions positives; notre 
maximum apparait & partir de deux ans. De plus, nous avons 
vu que les enfants BCG sans contact étaient sujets a des varia- 
tions dans les réactions positives de leurs sensibilités. Nous 
savons aussi qu’un vacciné, séparé, peut avoir des cuti-réac- 
tions tres positives ++ et +++, mais elles se stabilisent tou- 
jours & une réaction simplement « sa m Chez lenfant BCG 
qui a subt un contact infectant, la cuti-réactron, non seulement 
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sera précoce, mars se maintiendra positive, sans oscillations, et 
en général sera ++. 

Les 128 enfants BCG avec contact donnent lieu & 277 observa- 
tions du mois de mai 1930 au mois de décembre 19314 (tableau V). 
€e sont des chiffres bien inférieurs 4 ceux dont nous avons dis- 
posé pour parler des enfants BCG sans contact. Nous ne ferons 
pas de commentaires & leur sujet, qui n’apporteraient que des 
répétitions & bien des égards. L’intérét réside;ici, avant tout, 
en la comparaison des courbes des graphiques correspondants 
pour les enfants BCG sans contact et avec contact. Certaines 
différences sont trés accusées malgré les nombres restreints, 
et le fait que bien des enfants marqués avec contact se com- 
portent comme des enfants BCG sans contact prouve que, pour 
vux, selon toutes les probabilités, le contact n'a pas été agissant. 
Pour les enfants sans contact nous avons vuque 97 p. 100 réaqis- 
saicnt a la tuberculine et nous trouvons un chiffre inférieur : 
91,70 p. 100 chez les enfants BCG avec contact. Ce n’est la qu'une 
question de coincidence due aux chiffres relalivement peu élevés 
et a la répétition d’observations chez des enfants a réactions 
négatives. Nous ne nous y arréterons pas, et nousallons comparer 
l'ailure des courbes des graphiques correspondants chez ces deux 
sortes d’enfants. Les graphiques IIl et V, qui donnent les 
courbes de sensibilités nette, faible el ébauchée, montrent une 
grande analogie pour les courbes de sensibilités faible et ébau- 
chée. La courbe des réactions de sensibilité nette montre une dif- 
férence, mais elle est légere. Pour les enfants BCG sans contact, 
nous avons trouvé, al age de six mois, une moyenne de 44 p. 100 
de sensibilité nette; pour les enfants BCG avec contact nous trou- 
vons 54 p. 100 au méme age. A un an, les premiers donnent 
60 p. 100 et les enfants avec contact une moyenne de 65 p. 400. 
A partir de deux ans les chiffres sont trés semblables, avec un 
léger excédent qui se maintient pour nos enfants BCG avec ° 
contact. la comparaison des graphiques I et IV va nous ren- 
seigner sur la qualité des réactions de sensibilité nette. Nous 
avons déja vu que la majorité des réactions de sensibilité nette 
chez les enfants BCG sans contact est représentée par les cuti- 
réactions et intradermo-réactions au 1/10 de milligramme posi- 
tives. Cette sensibilité nette s’accuse surtout pour les cuti-réac- 
tions positives, a partir de deux ans. Pour les enfants BCG avec 
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contact, nous alteignons d’emblée 20 p. 100 de cuti-réactions 
positives, puis 30 p. 100; a deux ans, 45 p. 100 et 50 p. 100 & 
deux ans et demi, niveau qui ne s’abaissera plus. Il atteindra 
une limite extréme de 61 p. 100 & quatre ans, tout comme il 
atteint cette limite extréme de 50 p. 100 & cing ans chez les 
enfants BCG sans contact. Dans ensemble nous pouvons dire 
qua partir de deux ans les pourcentages des cuti-réactions 
positives sont stables dans les deux catégories d’enfants, avec 
un excédent de 15 p. 100 environ de culi-réactions positives 
chez les enfants avec contact. 

La courbe correspondante des intradermo-réactions donne 
un léger excédent de réactions positives chez les enfants avec 
contact jusqu’a vingt et un mois; apres cette période, le niveau 
moyen chez ces enfants descendra 4 25 p. 100, et se fixera 
a 35 p. 100 pour les enfants sans contact. 

Nous en conclurons que, pour un certain nombre des enfants 
avec contact, ce contact a renforcé laction du vaccin, puisque 
lallergie est exprimée par une majorité de culi-réactions posi- 
tives. Prenons le graphique n° 11, qui nous montre les moyennes 
des culi-réactions et intradermo-réactions au 1/10 de milligramme 
positives des enfants sans et avec contact. Nous retrouvons ici 
que l’apparition des réactions fortes est plus rapide chez les 
enfants ayant eu des contacts. Différence trés visible 4 six mois 
déja, et qui persiste jusqu’é vingt et un mois. Puis les courbes 
sont presque paralléles (nous négligeons toujours volontaire- 
ment les quelques irrégularités). L’excédent, qui, d’un bout a 
Vautre de la courbe, est en faveur des enfants BCG avec con- 
tact, prouve l’action évidente du contact subi. Ce contact ren- 
force (action du vaccin, nous en avons une preuve par la plus 
grande rapidité avec laquelle apparait une sensibilité nette 
chez les enfants BCG avec contact et le plus grand nombre de 
réactions positives dans cette catégorie d’enfants. 

Les sensibilités faibles et ébauchées sont en pourcentage un 
peu inférieur chez les enfants avec contact. Si nous disposions 
dun nombre équivalent d’enfants des deux catégories, les diffé- 
rences seraient certainement plus accusées. 

Sur notre tableau V, nous voyons 23 observations néga- 
tives. 17 de ces observations concernent 12 enfants dont les 
cuti-réactions sont marquées : I. D. 1 centigramme + ou 
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douteux. Ils font, en réalité, partie des enfants a sensibilité 
ébauchée. 6 observations ont trait & 4 enfants qui sont des 
négatifs stables. Or, 4 enfants négalifs sur 128 enfants nous 
donnent 3,12 p. 100. C’est un légerexcédent de négatifs pour un 
seul négatif stable des enfants BCG sans contact, oti nous avions 
2,69 p. 100. N’avons nous pas le droit de dire que le chiflre 
obtenu signifie simplement la similitude des pourcentages de 
négatifs stables dans nos deux catégories d’enfants? 

Plusieurs points ressortent de notre étude sur les en/unts 
LCG avec contact : 

1° La date @apparition des sensibilités nettes est plus courte 
gue pour les enfants vaccines sans contact. 

2° Les enfants ayant subi un contact agissant auront en 
majorité des cuti-réactions positives qui resteront, en général, 
+t. Nous ne voyons pas, chez ces enfants, les mémes varia- 
tions des réactions positives (dans les limites de leur sensibi- 
lité) que nous avons signalées chez les enfants BCG sans contact. 

3° Nos chiffres de cuti-réactions positives sont inférieurs a 
ceux qu’aceusent la plupart des auteurs. Ceci résulte du fait 
que notre groupe d’enfants BCG avec contact n'est pas homo- 
eone; il contient un certain nombre d’entants chez lesquels le 
contact n’a pas été actif et qui, de par leur admission au Place- 
ment familial des Tout-Petits, ont échappé & toute cause de 
contamination tuberculeuse ultéricure. 


Conclusions. 


Notre étude sur la sensibilité cutanée a la tuberculine chez 
les enfants ayant ingéré le vaccin BCG a été faite dans des 
conditions rigoureuses. Nous disposons d'un grand nombre 
denfants, protégés pour la plupart par la prophylaxie anté- 
na'ale et élevés par les soins de |’(Euvre de Placement familial 
des Tout-Petits, avant qu’aucun contact facheux puisse inter- 
venir. Nous savons, en outre, par nos 193 enfants témoins non 
vaccinés, que les enfants ne subissent aucun contact tubercu- 
leux durant leur séjour dans les centres du Placement familial. 
Ces 193 enfants témoins ont présenté des réactions strictement 
n‘gatives vis-a-vis de toutes les épreuves & la tuberculine 
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auxquelles ils ont été soumis. L’importance de ce nombre élevé 
de témoins est tout d’abord capitale pour la démonstration de 
la valeur de notre technique. Il en ressort, en outre, que l’enfant 
vacciné ne peut avoir de réactions positives a la tuberculine 
que grace a l’action des bacilles-vaccins qu'il a absorbés. 

Nous avons étudié 297 enfants qui ont ingéré le vaccin BCG et 
qui n’ont subi aucun contact tuberculeux. Ils ont donné lieu a 
833 observations. Lors de chacune de ces observations, |’enfant 
a subi toute la gamme des cuti-réactions et intradermo-réac- 
tions, Jusqu’a Vintroduction d'un centigramme de tuberculine 
brute de l'Institut Pasteur dans le derme de l’avant-bras. 

L’avantage de ce procédé par séries de réactions & doses 
croissantes, allant de 1/10 de milligramme & 1 centigramme de 
tuberculine, est de déterminer avec précision comment chaque 
enfant réagit & la tuberculine & un moment donné. 

Nous sayons que 97 p. 100 des enfants vaccinés et sans con- 
tact tuberculeux présentent des réactions positives a la tuber- 
culine. 3 p. 100 restent incapables de réagir a celle dose. 

Suivant la dose de tuberculine qui proyoque une réaction 
positive, nous avons groupé les enfants en trois catégories qui 
correspondent a des sensibilités décroissantes, soit : 

1° Sensibilité nettle, qui va d'une cuti-réaction positive 4 une 
intradermo-réaction a 2 milligrammes positive ; 

2° Sensibilité faible, qui correspond a une intradermo-réac- 
tion de 2 milligrammes a 1 centigramme positive; et enfin : 

3° Sensibilité ébauchée, ou Vintradermo-réaction a 4 centi- 
gramme est notée comme + ou douteuse. Nous rappellerons 
que nous n’avons jamais vu de réaction dite de sensibilité 
ébauchée chez un enfant témoin sans contact, mais que nous 
avons observé ce type de réactions chez certains enfants témoins 
avec contact. Beaucoup de nos tout petits commencent par avoir 
ces réactions un peu troublantes, puis manifestent une sen- 
sibilité nette peu aprés. L’absence absolue de ces réactions chez 
les enfants témoins sans contact, leur fréquence chez les enfants 
vaccinés, nous autorisent & considérer ces réactions comme 
positives, quoique trés faibles. 

Nos 97 p. 100 d’enfants vaccinés & réactions positives com- 
prennent ceux qui présentent une sensibilité nette, faible ou 
ébauchée. En tenant compte de l’Age, nous voyons qu’a trois 
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mois déja, nous avons, par cette addition, 73 p. 100 d’enfants qui 
réagissent A la tuberculine, 89 p. 100 & six mois et 91 p. 100a 
un an; et nous atteignons, 4 deux ans, 97 p. 100, notre maximum. 

Les enfants a sensibilité nette sont en minorité & trois mois; 
ils représentent la moitié du nombre total des réactions posi- 
tives A six mois, et, aprés six mois, ils deviennent la majorite. 

C’est vers dix-huit mois & deux ans que nous observons notre 
plus grand nombre d’enfants & sensibilité nefte. A partir de 
cet age, le pourcentage des sensibilités nettes ne varie plus. La 
sensibilité & la tuberculine reste toujours la méme. 

Une fois Vallergie bien établie, la sensibilité acquise par 
Venfant reste fixe, chez certains enfants nette, chez d’autres 
faible, chez d’autres ébauchée; elle ne variera plus jusqu'a 
V’dge de cing ans, qui représente, pour notre étude, la limite 
d’age. 

Nous n’avons aucun exemple & fournir d’enfants dont la 
sensibilité nette soit devenue par la suite négative, ou méme 
ébauchée. 

Il résulte done de ce travail que 97 p. 100 des enfants vac- 
cinés par absorption buccale du BCG réagissent a la tuberculine ; 
que |’établissement de cette allergie est, en général, relative- 
ment rapide (avant l’age de trois mois), mais qu’elle peut 
étre plus lente; qu’une fois établie, /a sensibili/é, quel que soit 
son degré (et il est variable), reste fixe; que, jusqu’d cing ans, 
en tout cas, V’enfant gui réagit a la tuberculine reste en état 
allergique. La symbiose qui s'établit entre le bacille-vaccin et 
lorganisme de l'enfant parait done durable. 


RECHERCHES SUR LE PHENOMENE 
DE TWORT-D’HERELLE (BACTERIOPHAGIE) 


par E. WOLLMAN et Mme E. WOLLMAN 


(TROISIEME MEMOIRE) [1] 


Nous avons exposé, & diverses reprises (2), les objections qui, 
s’accumulant peu & peu devant I’hypothése parasitaire de la 
bactériophagie, la rendaient de moins en moins acceptable et 
nous avons examiné les différentes tentatives faites pour 
expliquer ce phénoméne autrement que par l’action d’un virus 
ultramicroscopique parasite. 

Des apports récents au probléme de la _ bactériophagie 
achévent de démontrer Vinanité de la théorie parasitaire et 
permettent, & notre avis, de la rejeter définitivement. Le pro- 
bleme méme gagne ainsi, s'il se peut, en intérét. 

Il s’agit en effet d’interpréter un phénoméne qui emprunte 
toutes les allures d’un processus infectieux en renoncant, une 
fois pour toutes, & la notion commode et familiére mais 
devenue dorénavant insoutenable d’un ultravirus parasite. 
Ainsi que nous l’avons fait ressortir & maintes reprises, aucune 
des tentatives faites dans ce sens ne donne satisfaction a 
Yespril. Aussi avons-nous été amenés a proposer une hypo- 
thése nouvelle qu’on peut appeler hypothése des facteurs héré- 
ditaires et d’aprés laquelle la bactériophagte est un phénomene 
de variation bactérienne, variation dont les bactériophages 
seraient les supports matériels ou facteurs héréditaires. 

Cette hypothése, dont on trouvera l’exposé détaillé dans les 


(1) Presque toutes les recherches relatées dans ce travail ont été exécutées 
a l'Institut « Sanitas » de Santiago du Chili dont pendant trois ans l'un de 
nous avait assumé la direction scientifique. Nous désirons remercier sincé- 
rement la direction de cet Institut et tout particulitrement un de ses 
membres, notre ami le Dt Ed. Cruz Coke, professeur de chimie biologique 
& lUniversité, d’avoir pu poursuivre sans interruption et dans les meil- 
leures conditions possibles des travaux personnels. 

(2) Ces Annales, 39, 1925, p. 739; 44, 1927, p. 883; 43, 1929, p. 359; Bull. Inst. 
Pasteur, 26, 1928, p. 1. 
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travaux cilés ci-dessus, nous parait rendre compte de facon 
fort satisfaisante des principales manifestations de la bacté- 
riophagie et des propriétés si remarquables des éléments actifs. 
Elle parait pouvoir s’étendre & d'autres processus [tumeurs fil- 
trables, maladies dites mosaiques des plantes, peut-étre, aussi, 
a d’autres manifestations pathologiques attribuées jusqu’ici 
a l’action des virus filtrables] (1). L’avenir dira & quel degré 
elle traduit la signification vraie du phénoméne de la bactério- 
phagie et si elle est susceptible d’étre appliquée aux autres 
processus que nous venons d’énumérer et dont la nature de- 
meure complétement inconnue. 

Ce qui est certain, c’est que nous nous trouvons devant un 
ensemble de faits du plus haut intérét et que les notions cou- 
rantes sont impuissantes a expliquer. Pour nous en tenir au 
cas de la bactériophagie qui seul doit nous occuper ici, la 
carence de la théorie parasitaire laisse le champ libre a 1 'inter- 
prétation de ce phénoméne. Seule, en effet, parmi les notions 
classiques, la théorie parasitaire paraissait fournir une expli- 
cation, ou mieux, une image adéquate des faits. Cette théorie 
devenue caduque, il faut bien chercher l’interprétation de ces 
faits si complétement nouveaux dans des voies nouvelles, 
dussent celles-ci paraitre révoiutionnaires. C’est dans ce sens 
que nous disions plus haut que le probléme a gagné en intérét 
depuis que la théorie parasitaire a pu étre définitivement 
écartée. Quelle sera la voie qui ménera au but? On ne peut 
guére le prévoir et « l’essentiel est », pour le moment, comme 
le disent Bordet et Renaux, « d’amonceler sans relache les 
données expérimentales » (2). S’imbriquant les unes avec les 
autres, s'adaptant mutuellement, ces données expérimentales 
finiront bien par imposer son caractére définitif au futur édifice 
dont nous cherchons a entrevoir la forme et le plan général. 

Nous nous proposons, dans ce travail, d’exposer les re- 
cherches que nous avons poursuivies depuis la publication de 
notre dernier mémoire. Nous en confronterons ensuite briéve- 
ment les résultats, ainsi que d’autres faits acquis pendant ce 
laps de temps avec la th4orie des facteurs héréditaires. 


(4) Voir notamment Bull. Inst. Pasteur, 26, 1928, p. 1. 
(2 Ces Annales, 42, 1928, p. 1283. 
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I. — Bactériophagie spontanée et expérimentale. 
Variations bactériennes. 
Action oligodynamique de l'argent 
sur les bactéries et les bactériophages. 


Ainsi qu’on I’a souvent répété et qu’on le comprend aisé- 
ment, de toutes les objections faites & la théorie parasitaire de 
la bactériophagie, la plus importante est celle qui vise l’appa- 
rition spontanée ou provoquée de ce phénoméne dans des 
cultures bactériennes en apparence normales. 

Nous nous sommes longuement occupés de cette question 
importante dans deux mémoires précédents et nous ne ferons 
que rappeler ici la conclusion & laquelle nous avions abouti ; 
« Les facteurs auxquels on avait pu altribuer la production de 
la bactériophagie ne jouent vraisemblablement, dans le déclen- 
chement de ce phénomeéne, qu’un role tout a fait secondaire et 
accidentel. Le déterminisme vrai de la bactériophagie nous 
échappe pour le moment totalement. » 

En admettant donc que dans ces recherches toules les causes 
d’erreur eussent été éliminées, c’est-a-dire que les techniques 
mises en ceuvre ne comportent pas l’introduction de bactério- 
phages préexistants (1), les cas de bactériophagie expérimen- 
tale ou provoquée décrits au moment de la publication de nos 
deux premiers mémoires nous paraissent devoir étre ramenés 
& des cas de bactériophagie spontanée. 

Les recherches que nous avons instiluées depuis cette publi- 
cation en vue de reproduire les résultats annoncés dans 
quelques travaux récents ne sont pas de nature & modifier cetle 
conclusion. 

Nous avons, en effet, répété les expériences de Béguet 
(Arch. Inst. Pasteur d' Algérie, 5, 1927, p. 25), ainsi que celles 
de Plantureux (C. R. Acad. Sc., 190, 1930, p. 223 et C. R. Soe. 
Biol., 103, 1930, p. 387) en nous placant aussi exaclement que 


(1) C’était certainement le cas dans la prétendue production de bactério- 
phages sous l’action de ferments protéolyliques. Les protéases dinsectes 
aseptiques se sont en effet montrées, dans nos expériences, incapables de 
déclencher la bactériophagie. 
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possible dans les conditions indiquées par ces chercheurs. Nos 
expériences ont porté sur un B. Shiga, pour la technique de 
Béguet, sur le méme Shiga et un staphylocoque blanc pour la 
technique de Plantureux. Ces deux souches utilisées depuis des 
années dans nos recherches sur la bactériophagie sont extré- 
mement sensibles a l’action des bactériophages correspondants 
et n'ont jamais présenté le moindre signe de bactériophagie 
spontanée. Les expériences ont été répétées plusieurs fois et 
poursuivies pendant de nombreux mois. I] nous fut malheureu- 
sement impossible de déclencher la bactériophagie ni par la 
technique de Béguet en partant des colonies-filles ou, d’aprés 
cet auteur, il se produirait une modification des colloides bacté- 
riens par changement de la pression osmotique, ni par celle de 
Plantureux qui attribue cette modification au changement de 
signe électrique qu’il cherche 4 obtenir soit par l’action de 
Vion OH, soit par celle des cations polyvalents (Ca++, Bat~, 
Mgt. 

Sans vouloir nier d’aucune facon la possibilité de déclencher 
la bactériophagie expérimentalement, nous croyons donc que 
jusqu ici celle possibilité n’a pas été établie et nous ne nous 
occuperons ici que de bactériophagie spontanée. 

Ce phénoméne de bactériophagie spontanée a élé signalé 
comme on le sait, & diverses reprises, avec des cultures qui 
jusqu’a un moment donné n’avaient rien présenté d’anormal. 
Or, & moins d'admettre une génération spontanée de virus 
bactériophage, un seul cas bien établi de baclériophagie spon- 
tanée suffisait & écarter définitivement lhypothése parasitaire. 
Malheureusement, la question est restée jusquiici en litige. 

Se basant sur des faits indiscutables (nous en avons nous- 
mémes rapporté des exemples) ot la présence de bactériophages 
peut ne se manifester qu’aprés de nombreux passages au cours 
desquels les cultures se comportent de fagon tout & fait nor- 
male, d’Héretle a soutenu que tous les cas de soi-disant bacté- 
riophagie spontanée se raménent, en réalité, a des cas de bacté- 
riophagie latente. Pour d’Hérelle, les cultures dans lesquelles 
on voit, 2un moment donné, apparaitre le phénoméne de la lyse 
transmissible sont des cultures mixtes bactéries-bactériophages. 
Il s’était réalisé, dans ces cultures, un certain état d’équilibre, 
soit par suite de la résistance acquise par les bactéries, soit par 
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suite de l’affaiblissement des bactériophages : que cet état 
déquilibre vienne a étre rompu et nous aurons toutes Jes 
apparences de la bactériophagie spontanée. 

Pour affirmer qu’on a affaire @ celle-ci, il faudrait donc étre 
sir que les cultures utilisées étaient auparavant complétement 
exemptes de principe actif en les soumettant a un traitement 
qui détruisit celui-ci sans tuer les bactéries. Ce desideratum 
paraissait fort difficile sinon impossible a réaliser tant qu’on 
ne connaissait que la baclériophagie de bactéries asporulées, 
car le pricipe aclif se montrait dans tous ces cas plus résistant 
aux agents physiques et chimiques que les germes sensibles. 
Les choses changent avec la découverte des bactériophages de 
bactéries sporulées (Koser, Adant). La résistance de ces bacté- 
riophages & la chaleur ({trente minutes & 70°) était la méme que 
celle des bactériophages des bactéries asporulées et trés infé- 
rieure, par conséquent, a celles des germes sensibles. On pouvait 
donc, le plus facilement du monde, obtenir, pour ces germes 
sporulés, des races « ultra-pures » . 

Depuis longtemps, nous désirions entreprendre des expé- 
riences dans cet ordre d‘idées sur les bactériophages de bacté- 
ries sporulées et nous avions prié le professeur Bruynoghe de 
nous envoyer les souches sensibles et le principe actif isolés 
dans son laboratoire de Louvain par Adant. 

Les cultures de B. subtilis et de B. mesentericus ainsi que les 
bactériophages correspondants nous furent envoyés au début 
de 1929, peu de temps avant notre départ pour le Chili (1). Les 
expériences que nous allons relater furent commencées au mois 
de septembre de la méme année. 

A vrai dire, nous abordions ce travail sans grande conviction. 

Les données qu'on possédait sur la bactériophagie spontanée 
montraient que ce phénoméne, si tant est qu'il existait, devait 
étre d'un déterminisme fort difficile 4 saisir et, par consé- 
quent, fort capricieux et fort irrégulier, en apparence tout au 
moins. Or, pour atteindre le but que nous nous proposions, il 
s'agissait non seulement de surprendre la bactériophagie spon- 
tanée chez les souches sporulées dont nous disposions, mais 


(1) Nous nous faisons un devoir d’adresser ici une fois de plus tous nos 
remerciements & MM. Bruynoghe et Adant. 
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aussiet surtout de la voir reparaitre ensuile chez ces mémes 
souches aprés que celles-ci eussent été portées a une tempéra- 
ture incompatible avec la survie des bactériophages qui sy 
fussent trouvés présents antérieurement. Nous avions d’autant 
moins l’espoir de voir se réaliser ces différentes éventualités 
que, personnellement, nous n’avions jamais eu l'occasion, au 
cours de dix ans de recherches sur la bactériophagie, d’ob- 
server un seul cas avéré d’apparition spontanée de bactério- 
phages. Quoi qu’il en fat, étant donnée l'importance de la ques- 


Fic. 1. — B. subtilis, « variéLé muqueuse ». — 


tion, les recherches valaient la peine d’étre tentées. Ainsi 
qu’on va le voir, elles nous ont permis de faire quelques consta- 
tations intéressantes. 

En faisant des passages répétés de B. subtilis sur gélose 
inclinée, on voyait apparailre, dans certains tubes, une variété 
particuliére de ce germe qu’on peut appeler variété muqueuse. 
Il se forme, en un point de la surface ensemencée, une trainée 
de substance visqueuse, transparente (fig. 1). Réensemencée 
sur milieu neuf, cette substance muqueuse fournit des colonies 
dont une partie reproduit l’aspect caractéristique du B. subtilis 
et forme un voile sec, plissé, alors que les autres conservent 
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Vaspect de la variété muqueuse qui vient d’étre décrite. En fai- 
sant des passages répétés de colonies présentant cet aspect, on 
parvient & stabiliser la variété en question et a oblenir des cul- 
tures qui se présentent sous l’aspect d’enduit visqueux, ltrans- 
parent, filant lorsqu’on en préléve avec l’anse de platine, et 
dans lesquelles il parait impossible de reconnaitre la souche 
d'origine. De méme, en milieu liquide (bouillon), cette variété 
mugueuse donne des cultures homogénes ou qui s’agglomérent 
en flocons et complétement différentes des cultures en voile de 
la forme-miére. Microscopiquement, a la gangue muqueuse pres, 
les germes des deux variétés ne présentent aucune différence 
et leur sensibilité au bactériophage anti-swbhtilis est laméme. 

Cest avec cetie variélé muqueuse de B. subtilis que nous 
avons observé les premiers cas de bactériophagie de toute appa- 
rence spontanée qu il nous ait été donné de voir depuis que 
nous nous occupons de ce probléme. 

Une premiere fois, le phénoméne a été observé dans les con- 
ditions suivantes. Au cours de passages par bouillon que nous 
faisions faire tant 4 la forme d’origine qu’a sa variété mugueuse, 
le tube ensemencé avec celte derniére est resté & un moment 
donné stérile. L’examen du bouillon resté clair montrait qu'il 
contenait du bactériophage anti-swbéz2s actif non seulement 
pour la forme muqueuse qui lui a donné naissance, mais aussi 
pour la forme dorigine. 

Une autre fois, une culture de swbte/¢es muqueux sur gélose 
inclinée présenta a l’examen fait au hout de quelques jours des 
plages fort nettes. L’étude du phénoméne montra clairement 
gu ici encore il s’agissait de lyse bactériophagique. 

Nous nous sommes aussit6t mis en devoir de reproduire les 
faits que nous venons de décrire avec des cultures chanffées. 
Des suspensions de subtilis muqueux étaient porlées a 100° 
pendant cinq minutes ot & 85° pendant quinze minutes. Avec 
les cultures obtenues a partir de ces suspensions chauffées, 
nous avons fait, & plusieurs reprises, des séries de passages 
(jusqu’é 15 passages par série) sur milieux solide et liquide 
dans l’espoir de voir se reproduire le phénoméne de bactério- 
phagie que nous avions observé avec les cullures non chauffées. 
Les résultats furent constamment négatifs. 

Non seulement le but que nous nous proposions n'était donc 
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pas atteint, mais nos résultats semblaient plutot confirmer les 
vues de d'Hérelle d’aprés lesquelles la bactériophagie qui se 
manifeste dans des cultures jusque-la en apparence « ultra- 
pures » est due, en réalité, & la présence de bactériophages 
préexistants. Si, personnellement, nous étions persuadés que 
nos résultats s’expliquaient plutot par le déterminisme com- 
plexe et encore ignoré de la bactériophagie spontanée, rien ne 
Je démontrail et rien ne permettait de rejeter ¥interprétation 
proposée par d'Hérelle. 

Fort heureusement les recherches de L. E. den Dooren 
de Jong publiées tout récemment completent les nétres et 
semblent permettre de trancher la question de fagon défi- 
nilive. 

En étudiant le B. megathertum, ce chercheur constata que 
les colonies secondaires (ou colonies-filles) qui apparaissent 
dans les cultures de ce bacille sporulé sont constituées par une 
variété asporogene. Avec le temps ces colonies-filles subissent 
une espéce de lyse et il reste 4 leur place, dans la colonie mere, 
des « trous » plus ou moins profonds. En faisant des passages 
de B. megatherium sur gélose avec une forte teneur en peptone 
(3 a 10 p. 100), on obtient des cultures constituées par la 
variété asporogéne. Comme les colonies-filles de tout 4 heure 
ces cultures semblent étre le siége d’une action lytique : elles 
deviennent transparentes et meurent en dix-quatorze jours. 
Fait intéressant, les colonies de la variété asporogéne ou 
«mutilat » (d’aprés la lerminologie de v. Loghem) obtenues a 
partir de cultures précédemment pasteurisées présentaient les 
mémes particularités. I] fut toutefois impossible de déclencher 
la lyse avec le filtrat de telles cultures. 

Poursuivant l'étude de ses « mutilats », den Dooren constate 
qu'une des souches, le n° 899, présentait, A cdté de colonies, 
normales, des colonies de forme irréguliére (Flatterformen). Le 
filtrat de cultures contenant de telles colonies, inactif pour les 
diverses souches dont disposait l’auteur, s'est montré lytique 
pour une seule : « mutilat » de la souche n° 337. Non seule- 
ment cette lyse était-elle indéfiniment transmissible en série, 


(1) Proc. Kon. anad v. Wetensch., 33, 1930, Zentralbl. 7. Bakt, 120, p- 1 et 45, 
4931; Zentralbl. f, Bakt., 422, p. 277, 1934. 
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mais son agent présentait une nature corpusculaire ainsi qu’il 
résulte de la présence de plages bien caractérisées dans les cul- 
tures sur gélose inclinée. Le phénoméne présentait donc tous 
les caractéres dela bactériophagie, le principe actif étant détruit 
par chauffage & 70° pendant cing minutes. Or, et c’est 1a le fait 
important, le phénoméne a pu étre reproduit avec des cultures 
du « mutilat » 899 préalablement chauffées en ampoules 
scellées a 100° pendant cing minutes. 

De nouvelles recherches montrérent que les « mutilats » de 
souches auparavant insensibles & l’action du bactériophage de 
la souche 899 pouvaient devenir sensibles par culture sur milieux 
peptonés a 10 p. 100. Pour que la bactériophagie se manifeste, 
il faut done que le principe actif se trouve en présence de 
variétés appropriées du germe sensible. 

Enfin, tout récemment, den Dooren étend ses recherches & 
un autre bacille sporulé du sol : Bac. undulatus n. spec. Ici il 
ne se produit pas de colonies de forme irréguliére (Flatter- 
formen). Rien n’attire donc l’attention du chercheur et !’auteur 
a di étudier un grand nombre de souches (30) et rechercher 
Vaction des filtrats obtenus & partir de chacune sur les 
« mutilats » de ces trente souches. L’étude des diverses combi- 
naisons montra que certains de ces filtrats mis en présence de 
certains « mutilats » donnaient lieu, sur gélose inclinée, a 
Vapparition de plages. Une étude approfondie établit que les 
principes actifs étaient identiques aux bactériophages; IIs 
étaient détruils par un chauffage de dix minutes a 75°. Or, 
ces principes actifs purent, ici encore, étre obtenus & partir de 
cultures portées a 100° en ampoules scellées pendant cing 
vingt minutes. 

Nous nous sommes un peu étendus sur ces expériences de 
den Dooren car elles constituent, & notre sens, un des apports 
expérimentaux les plus importants au probléme de la bacté- 
riophagie. Toute possibilité d’infection latente par des bactério- 
phages y semble exclue et l’on se trouve, pour la premiére fois, 
devant des cas de bactériophagie spontanée établis sans doute 
possible. 

Instituées en méme temps que les ndtres et dans le méme 
but, ces expériences constituent la condamnation définitive de 
Vhypothése parasitaire rendue peu vraisemblable déja par l’en- 
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semble des données que l’on possédait, mais autour de laquelle 
les discussions menacaient de s’éterniser. 

Nous savons dorénavant que les bactériophages ne sont pas 
des virus filtrables parasites des bactéries. Que sont-ils? Seule 
une connaissance de plus en plus approfondie de leurs pro- 
priétés, des modifications qu’ils impriment aux bactéries, nous 
permettra de répondre un jour a cette question. A ce titre 
aucun apport n’est négligeable et nous allons rapporter les faits 
que nous avons pu nous-mémes réunir au cours des deux der- 
niéres années. 

Nous allons commencer par décrire un cas intéressant de 
« dissociation » microbienne chez le B. subtilis sous l’action du 
bactériophage correspondant. 

Lorsqu’on ajoute une trace de bactériophage 4 une suspen- 
sion de B. subtilis et qu’on ensemence aussitot sur gélose 
inclinée on voit apparaitre & cdlé des colonies chevelues du 
subtilis d’origine fortement adhérentes a la gélose dont on ne 
les détache qu’avec difficulté des colonies d’aspect fort diffé- 
rent : colonies réguliérement arrondies, translucides, de struc- 
ture granuleuse, légérement ombiliquées, sans adhérence avec 
le milieu sur la surface duquel on les fait glisser d’une seule 
piece (fig. 2). [ly ala, évidemment, un nouvel exemple de dis- 
sociation en formes « R » et « S » des auteurs de langue 
anglaise, mais oti les différences d’aspect entre les colonies des 
deux types sont telles qu’on éprouye de ja difficulté & admettre 
qu'il s'agisse d’un seul et méme germe (1). Pourtant aussi bien 
pour la morphologie que pour la sensibilité vis-a-vis du bacté- 
riophage anti-swbtzlis, les germes constituant les deux types de 
colonies se montrent identiques. 

2° Ayant eu & nous occuper de l’action dite oligodynamique 
de l’argent sur certaines bactéries (2), il nous a paru intéressant 
d’étendre ces recherches aux bactériophages correspondants 
(anti-typhique, anti-Shiga, anti-staphylocoque). 

De fagon générale, tous les bactériophages étudiés se sont 
montrés beaucoup plus résistants a l’action de l’Ag. que les 
bactéries (stérilisation compléte, dans les conditions de nos 


(1) Des formes analogues ont été abservées par Soule au cours de la disso- 
ciation spontanée du B. subtilis. Journ. Inf. Dis., 13, 1928. 
(2) Soc. Biol. de Santiago, in C. R. Soc. Biol., 108, p. 144, 4931. - 
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expériences, en une a six heures); mais cette résistance varie 
beaucoup d'un bactériophage & l'autre. 

C’est ainsi que le bactériophage antityphique étudié s'est 
montré le plus immédiatement sensible en ce sens qu’une 
partie des éléments aclifs se trouve assez rapidement atteinte. 


Fic. 2, — B. subtilis, colonies de variétés « chevelue » a et « lisse » b. 


Déja au bout de vingt-quatre heures de traitement par l’argent 
Vaction lytique de ce bactériophage (mesurée par le nombre de 
plages produites sur gélose inclinée) diminue de moitié. [Il est 
intéressant de rappeler que le traitement par la trypsine avait 
décelé, chez un bactériophage anti-Shiga, une hétérogénéité 
analogue (1)]. 


(A) C. R. Soc. Biol., 90, 19 janvier 1927, p. 59. 
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Les bactériophages anti-Shiga et antistaphylococcique étu- 
diés ne présentent pas, aprés vingt-quatre heures de traitement 
par l'argent, de diminution appréciable d’activilé. Plus tard, 
au bout de quatre-vingt-seize heures, le bactériophage anti- 
typhique a encore perdu de son activité, mais celle-ci ayant 
atteint un certain minimum parait rester constante (une cen- 
taine de plages dans les conditions de l’expérience) pendant un 
temps assez long. ‘s 

Par contre, les bactériophages anti-Shiga et antistaphylo- 
coque qui ne sont pas sensiblement atteints aprés vingt-quatre 
heures d’exposition & l’action de l'argent ont perdu toute activité 
apres une exposition plus longue (quatre-vingt-seize heures). 
Dans le cas du bactériophage antistaphylococcique, cette inac- 
tivation est définilive et l’on ne parvient pas, par passages sur 
le staphylocoque sensible, a lui faire récupérer son action 
Jytique. 


Il. — Recherches sur la nature chimique des bactériophages. 


Les baclériophages sont doués de fonctions antigenes 
complétes et sont par conséquent, de nature protéique. 
Pourtant, certaines particularités de ces fonctions anti- 
genes font penser que des lipoides pourraient peut-étre entrer 
dans la constitution de ces principes. On sait, en effet, que 
immense majorité, on peut dire la presque totalité des anti- 
genes protéiques, sont caractérisés par une spécifici/é au sens 
propre du mot, c’est-a-dire qui est attribut de l’espéce. Il en est 
autrement des antigénes lipoides dont la spécificité peut étre 
qualifiée de groupe ou de type. Il suffira de rappeler le cas des 
antigénes dits hétérogénétiques, ainsi que les particularités de 
la réaction de Wassermann qui ont si longtemps dérouté les 
chercheurs et qui sexpliquent probablement, en partie au 
moins, parla nature lipoide des éléments en jeu. 

Quelque chose d’analogue se présente pour les bactériophages. 
Alors qu'un sérum antityphique, par exemple, ne présente 
d’affinité trés prononcée que pour le bacille homologue (a un 
degré beaucoup plus faible pour son plus proche parent, le 
paratyphique A), un sérum préparé avec un bactériophage anti- 


LE PHENOMENE DE TWORT-D’'HERELLE (BACTERIOPHAGIE) 53 


typhique se comporte tout autrement. Un sérum préparé avec 
un bactériophage antityphique, par exemple, n’ayant fait, 
depuis des années, de passages que par le bacille d’Eberth, neu- 
tralise non seulement le bactériophage homologue, mais aussi 
un bactériophage anti-Shiga n’ayant, lui, depuis des années, 
fait des passages que par le bacille de Shiga. 

Les rapports qui existent entre les bactériophages et leurs 
anticorps sont encore, a la vérité, fort obscurs. Pour Otto et ses 
collaborateurs (1), la fonction antigéne d’un bactériophage est 
sous la dépendance de sa « virulence ». Un sérum anti-bacté- 
riophage Flexner, par exemple, neutraliserait la virulence pour 
le bacille de Flexner de tous les bactériophages actifs pour ce 
germe et laisserait intacte l’action, la « virulence », de ces 
bactériophages pour les autres bacilles qui y sont sensibles. 
Pour Bruynoghe et ses collaborateurs (2), le pouvoir antigéne 
des bactériophages est fonction de leur origine : un sérum pré- 
paré avec un bactériophage antityphique donné neutraliserait 
celui-ci et laisserait intacts d'autres bactériophages anti- 
typhiques. I] est possible que ces rapports entre bactériophages 
et anticorps different d’un cas a |’autre; quoi quil en soit nos 
expériences sont en désaccord avec lune et l'autre facon de 
voir. Dans lexemple que nous avons rappelé plus haut, le 
sérum préparé avec un bactériophage antilyphique neutralisait 
non seulement le baclériophage homologue, mais aussi un bac- 
tériophage anti-Shiga. Fait important, la neutralisation portait 
non seulement sur les « virulences » communes aux deux bac- 
tériophages (pour le B. typhique et le bacille de Shiga), mais 
aussi sur les « virulences » du bactériophage anti-Shzga pour 
les bacilles dysentériques Y et Flexner vis-a-vis desquels le 
bactériophage antityphique employé pour la préparation du 
sérum élait complétement inactif (3). 

Si donc la nature exacte de la spécificité antigénique des 
bactériophages nous échappe pour le moment ses manifesta- 
tions rappellent 4 certains points de vue les phénoménes de 
groupe ou de type qui caractérisent les antigenes lipoides. 

D’aulre part, les lipoides jouent un role important dans 


(1) Zettschr. f. Hyg., 96, 1922, p. 118. 
(2) C. R. Soc. Biol., 87, 1922, p. 95. 
(3) C. R. Soc. Biol., 96, 1927, p. 332. 
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divers phénoménes lytiques (bactériolyse, hémolyse). Il suffit 
de rappeler l’action lytique directe de certains lipoides (action 
de la lécithine sur le B. typhique — Bassenge; action de la bile 
et des sels d’acides biliaires sur les pneumocoques) et le réle 
qui parait leur incomber dans l’action de la pyocyanase, ainsi 
que dans la lyse alexique. La lyse étant une des manifestations 
les plus frappantes de la bactériophagie, il y avait la une ana- 
logie de plus pouvant faire penser que les lrpoides interve- 
naient dans la constitution des bactériophages. Il nous avait 
done paru intéressant d’entreprendre des recherches dans cel 
ordre d’idées. 

Deux méthodes pouvaient étre envisagées pour aborder ce 
probleme. Une premiére, chimique, qui consislerait 4 doser 
les lipoides dans des suspensions bactériennes lysées par les 
bactériophages et & comparer les résultals avec ceux fournis 
par des suspensions bactériennes témoins, d’une égale richesse 
en éléments bactériens. Mais outre que les deux lots pouvaient 
ne différer que par la répartition et non par la quantité ou la 
qualité de lipoides les différences de cet ordre, si elles existent, 
doivent forcément étre trés faibles. Il nous était difficile 
d’entreprendre de telles recherches dans les conditions ou nous 
nous trouvions et nous nous réservons d’y revyenir prochaine- 
ment. Nous nous sommes donc servis d'une méthode biolo- 
gique qui consiste a extraire les lipoides des suspensions 
bactériennes lysées par des bactériophages et a rechercher si 
les sérums préparés avec ces lipoides neutralisent les bactério- 
phages correspondants ; ou, encore, si les anticorps des sérums 
anti-baclériophages peuvent étre neutralisés par les lipoides 
extrails de ceux-ct. 

Nous allons rapporter la marche et les résultats de deux 
séries d’expériences portant lune et l'autre sur un bactériophage 
antistaphylococcique et un bactériophage antityphique. Dans la 
premiére série, l’extraction des lipoides a été faite par l’'alcool; 
dans ladeuxiéme, par l’acétone. (Dans une expérience prélimi- 
naire, cette extraction avait é!é pratiquée par l'aleool et par 
l’éther qu’on faisait agir sur du bactériophage desséché par 
mélenge déshydratant. ) 


3 ballons contenant chacun 1 litre de bouillon sont ensemencés avec un 
staphylocoque blanc. Aprés plusieurs heures d’étuve, on ajoute une petite 
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quantité de bactériophage antistaphylococcique et on laisse a Vétuve jusqu’au 
lendemain : lyse complete. 

Le lysat est versé dans des cuvettes en porcelaine contenant de la terre 
dinfusoires et desséché a la température de 37° en cing ou six jours. Le con- 
tenu des cuvettes est alors trituré et versé, par parties égales, dans 2 ballons, 
une partie devant étre traitée par l’alcool et l'autre par l’acétone. 

La premiére partie est traitée par 2 litres d’alcool a l’étuve; on agite plu- 
sieurs fois par jour. On décante apres six jours, on remplace l'alcool décanté 
par 1 litre d’alcool frais qu’on laisse en contact dans les mémes conditions 
pendant sept jours. Cette seconde portion est décantée et remplacée par 
4 litre d’alcool frais qu’on laisse en contact, en agitant tous les jours, pen- 
dant six nouveaux jours. 

On réunit les diverses portions, on filtre sur papier et l’on fait évaporer 
Valcool dans le vide 4 49°. Le résidu obtenu est redissous dans de J’alcool, 
cette solution est filtrée sur papier et additionnée de 225 cent. cubes d’eau 
distillée. L’aleool est ensuite séparé par distillation dans le vide au bain- 
marie a 45° jusqu’a réduction du volume A 225 cent. cubes. On oblient ainsi 
une premiére émulsion de lipoides (I) solubles dans I’alcool. 

La seconde partie du bactériophage desséché sur terre d’infusoires est 
traitée de la méme facon par l'acétone. On obtient ainsi une émulsion (ll) 
de lipoides solubles dans ]’acétone. 


Au cours d’expériences préliminaires, nous avions essayé, 
sans succes, d’obtenir des sérums antibactériophages en prépa- 
rant des lapins avec les lipoides extraits, soit seuls, soit com- 
binés 4 des vecteurs protéiques. Dans les expériences actuelles, 
on s’est borné a rechercher si les lipoides extraits des lysats 
bactériophagiques fixaient les anticorps pour les bactériophages 
correspondants. 


Expiriences. — 24 avril 1930: Un sérum anlibactériophage staphylococ- 
cique (n° 94) qui neutralise le bactériophage correspondant dans les propor- 
tions de 3 volumes de sérum pour 1 volume de bactériophage est mis en 
présence de lipoides extraits par l’alcool de lysat bactériophagique de sta- 
phylocoque dans les proportions suivantes : 

a) X gouttes d’émulsion de lipoides + X gouttes de sérum 94 ; 

b) V gouttes d’émulsion de lipoides + XV gouttes de sérum 94. 

On fait, de plus, les témoins suivants : 

c) X gouttes d’émulsion de lipoides + X gouttes de sérum normal. 

d) X gouttes d’émulsion de lipoides+ X gouttes de sérum antibactério- 
phage Shiga. 

Apres deux jours d’étuve et six jours de chambre, on ajoute : 
| 2mai: Au tube 5) V ygouttes de bactériophage antistaphylococcique. 

' Au tube d) X gouttes de bactériophage anti-Shiga. 
*. On laisse au laboratoire jusqu’au 8 mai et l’on prépare, en méme temps, 
les tubes témoins suivants : 

3 mai : a') V goultes de bouillon+ XV gouttes de sérum 94 + V gouttes 
de bactériophage antistaphylococcique ; 
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b') XV gouttes de sérum 94+ V gouttes de bactériophage antistaphylococ- 
cique; 

ct) XV gouttes de sérum 94 + XIII gouttes de bactériophage antistaphylo- 
coccique. 
8 mai: on prépare les mélanges suivants : 
a‘) XVI gouttes d'une suspension de staphylocoque+1V gouttes a; 
d') X1V gouttes d'une suspension de B. Shiga+ VI gouttes d; 
b*) XVI gouttes d’une suspension de staphylocoque + lV gouttes 0; 

bi.) XVIL gouttes d’une suspension de staphylocoque + III gouttes bt; 

b2,) XVIII gouttes dune suspension de staphylocoque + |t.gouttes c’. 

Il ne se produit aucune lyse dans les tubes ainsi préparés. 

9 mai: L’expérience est répétée dans les conditions suivantes : 

a) XVIII gouttes de lipoides + VI gouttes de sérum 94; 

b) XXXVI gouttes de lipoides + VI gouttes de sérum 9 ; 

c) XLII gouttes de lipoides+ VI gouttes de sérum 94. 

Etuve jusqu’au 11 mai. 

141 mai: On ajoute VI goultes de bactériophage antistaphylococcique a 
chacun de ces 3 tubes et on reporte a Vétuye. 

44 mai: On fait les mélanges suivants : 

a') XV gouttes suspension ‘de staphylocoque + V goultes a). 

b') XV goultes suspension de staphylocoque + IX goultes 5). 

c') XV gouttes suspension de staphylocoque + VIII gouttes c). 

On ensemence en nappe, sur gélose inclinée, le contenu de chacun de ces 
tubes. Les cultures se développent de facon absolument normale. 


Done, les dipoides extraits par Valcool des lysats bactériopha- 
giques de staphylocoque, mis en présence de sérum antibacté- 
riophage staphylococcique, naffectent pas son pouvoir neutrali- 
sant pour le bactériophage correspondant. En d'autres termes, 
ces lipoides ne fixzent pas les anticorps de ce sérum pour son 
bactériophage. 

Des résultats négatifs de méme ordre ont été obtenus avec 
des lipoides extraits des lysats bactériophagiques de staphylo- 
coque, par l’acélone. 


ExpERIENCE. — 5 mai : a) X gouttes suspension lipoides (I1)4+X gouttes 
sérum 94; 

b) V gouttes suspension lipoides (I1)+ XV gouttes sérum 94; 

c) X gouttes bouillon lipoide + X gouttes (témoin). 

9 mai: On ajoute III gouttes de bactériophage-staphylocoque au tube a) 

On ajoule V gouttes de bactériophage-staphylocoque au tube )). 

On ajoute VI gouttes de bactériophage-staphylocoque au tube c). 

12 mai: a') 1V goutles suspension-staphylocoque + VI gouttes a). 

b') Vi gouttes suspension -staphylocoque + V gouttes 6). 

c') VI gouttes suspension-staphylocoque + LV gouttes c) [témoin]. 

Des ensemencements en nappe faits avec le contenu de chacun de ces 
3 tubes montrent que le pouvoir neutralisant du sérum anlibaclériophage 
staphylococcique n’a été en rien affecté par l'action des lipoides extraits par 
Vacétone. 
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Au cours de ces expériences, nous avons obtenu un sérum 
(n° 25) antibactériophage staphylococcique particuliérement 
actif : neutralisation compléte du bactériophage correspondant 
dans. les proportions d’une partie de sérum pour 600 parties de 
bactériophage, neutralisation partielle a 4 p. 1.000. 

L’expérience a été reprise avec ce sérum. Afin d’éliminer 
Yobjection d’aprés laquelle !’émulsion de lipoides se serait 
trouvée en présence d’un excés d’anticorps masquant une 
absorption partielle de ceux-ci le sérum a été employé a la 
dilution de 1 p. 100. 


EXPERIENCE. — 27 juin: a) XVIII gouttes lipoides (II) + Ill gouttes sérum 
25a 1 p. 400. 

b) XXIV gouttes lipoides (II) +111 gouttes sérum 25 4 1 p. 100. 

c) XXX gouttes lipoides (II) + IIL gouttes sérum 25 a 1 p. 100. 

d) XVIL gouttes d'eau physiologique + II! gouttes sérum (témoin). 

e) XXIV gouttes d’eau physiologique + III gouttes sérum (lémoin). 

30 juin : on ajoute a’) IL gouttes bactériophage a a). 

On ajoute b’) I goutte V bactériophage a J). 

On ajoute ec’) I goutte bactériophage a c). 

On ajoute d') II gouttes bactériophage a d). 

On ajoute e’) 1] gouttes baclériophage a e). 

On met les tubes a l’étuve 4 37° pendant vingt-quatre heures apres quoi ils 
sont gardés 4 latempérature du lJaboratoire jusqu’au 4 juillet. 

4 juillet : on ajoute quelques gouttes de suspension de staphylocoque a 
chacun des tubes et lon ensemence en nappe sur gélose inclinée. Voici les 
résultats : 

5 juillet : a’) une quinzaine de plages. 

b') Pas de plages. 

c') Pas de plages. 

a') Pas de plages; témoin. 

e') Une dizaine de plages; témoins. 


Donec ici encore, absence compléte de toute action de 
lipoides (II) sur la teneur en anticorps du sérum antibactérvo- 
phage staphylococcigque. 


Des expériences analogues ont été faites avec un bactériophage antity- 
phique. Le contenu de 5 ballons de 1 litre de lysat bactériophagique de 
B. typhique est desséché sur terre d’infusoires. 

2 mai: le contenu d’une des cuvettes avec de la terre d'infusoires est 
repris par 750 cent. cubes d’alcool et laissé a I’étuve dans un ballon pendant 
cing jours en agitant tous les jours. Le contenu de la deuxiéme cuvette est 
repris, dans les mémes conditions, par 500 cent. cubes d’acétone. 

7 mai: on décante le liquide de chacun des deux ballons et on le rem- 
place, respectivement, par 500 cent. cubes d’alcool et dacétone. On porte de 
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nouveau a l’étuve. Le ballon contenant l’'alcool ayant éclaté l’expérience est 
poursuivie avec la 2¢ portion seule, c’est-a-dire avec les lipoides solubles 
dans l’acétone. 


Nous retrouvons, avec cette expérience, pour les lipoides du 
lysat bactériophagique du B. typhique solubles dans l’acétone, 
les résultats que nous venons de rapporter pour les lipoides 
des lysats staphylococciques. Ces lipoides se montrent inaples 
a neutraliser les anticorps contenus dans le sérum antibactérvo- 
phage correspondant. 

Les résultats que nous avons obtenus ne nous permettent 
donc pas de rapporter a des constituants lipoides les particu- 
larités des fonctions antigénes des bactériophages. Mais en tant 
que résullats négatifs ils n’autorisent pas 4 exclure la possi- 
bilité que des lipoides entrent dans la constitution de ces prin- 
cipes lytiques. La fonction anligtne des bactériophages est, en 
effet, relativement labile. Ainsi que nous l’avons vu, elle ne 
subsiste que fortement atténuée ala température d inactivation 
des bactériophages. Rien d’étonnant, par conséquent, a ce 
qu’on ne la retrouve plus aprés les manipulations employées 
pour |’extraction et la stérilisation des lipoides. 

Mais si nos expériences ne nous permettent pas de répondre 
a la question gue nous nous étions posée et dont nous nous 
proposons de poursuivre l'étude par d’autres voies nous avons 
pu, chemin faisant, faire quelques constatations que nous 
allons rapporter briévement. 

Nous avons pu tout d’abord nous assurer par des expériences 
paralléles que le traitement des lysats par la terre d’infusoires 
ou d’autres absorbanls, comme le papier-filtre, améne leur 
adsorption & peu prés complete, le liquide surnageant pouvant 
se montrer dépourvu de toute action lytique. Cette adsorption 
est assez stable et il faut ensuite traiter l’adsorbant pendant 
un temps plus ou moins long par un liquide neuf (bouillon ou 
eau physiologique) pour y voir apparaitre une action lytique. 

D’autre part, la dessiccation des lysats sur les substances 
adsorbantes (terre d’infusoires ou papier-filtre) n’améne pas 
leur destruction, ainsi qu’on peut s’en convaincre par la récu- 
pération dont il vient d’étre question. 

Enfin, fait curieux, étant donnée la résistance des bactério- 
phages a la plupart des facteurs physiques et chimiques, le 
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bactériophage typhique s'est montré assez sensible A l’action 
des lipoides homologues extraits par l’acétone, alors que ces 
lipoides n’exercent qu’une action bactéricide faible pour le 
B. typhique et sont dépourvus d’action pour le bactériophage 
antistaphylococcique. 


Experience. — 9 juillet : On fait les mélanges suivants : 

a) XXXVI gouttes lipoides de bactériophage typhique (acétone). 
+ IV gouttes de bactériophage typhique. 

6) XXIV gouttes lipoides de bactériophage typhique (acétone), + 1V gouttes 
de bactériophage typhique, + XII goultes de sérum normal. 

c) XXIV gouttes lipoides de bactériophage typhique (acétone), + XII goutles 
de sérum normal. 

46 juillet : On ajoute IV gouttes de bactériophage antilyphique au tubec) ; 
en méme temps, on préléve II gouttes de chacun des 3 tubes, et on les ajoute 
a XVIII gouttes de suspension de B, typhique. 

a’) XVIIL gouttes de suspension de B. typhique, + IL gouttes a). 

6’) XVIIl gouttes de suspension de B. typhique,+ IL gouttes 3). 

c’) XVII gouttes de suspension de B. typhique, + 11 gouttes c). 

On ensemence en nappe sur gélose inclinée. Le lendemain, on constate 
guil n'y a pas de lyse dans les tubes correspondant aa) et 4), alors que la 
lyse est trés prononcée dans le tube correspondant a c). Le bactériophage 
antityphique a done été inactivé (peut-étre par adsorption) aprés sept jours 
de contact avec les lipoides homologues extraits par l'acétone. 

De tels faits en dehors de leur intérét propre sont importants a connaitre, 
car les résultats d’expériences de neutralisation des sérums par les lipoides 
peuvent sen trouver masqués. 


BACTERIOPHAGES ET ANTICORPS. 


Il est actuellement bien établi qu’en tant qu’antigénes les 
bactériophages représentent des entités nouvelles ne préexis- 
tant pas chez les bactéries normales. Nous avons insisté a 
diverses reprises (1) sur cette aulonomie antigéne des bactério- 
phages, car c'est un fait de la plus haute importance pour 
Vidée qu’on peut se faire de la nature de ces éléments. 

En effet, cette autonomie antigéne est non seulement parfai- 
tement compatible avec l’hypothése parasitaire, mais en cons- 
titue, en quelque sorte, un corollaire nécessaire. Elle semble, 
par contre, assez difficilement compatible avec l’origine bacté- 
rienne des bactériophages et exclue de toute évidence lidée 


(1) C. R. Soc. Biol., 715, 1921, p. 772; Ibid., 92, 1925, p. 1284, Ces Annales, 39, 
49255 
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d’apres laquelle il s'agirait de constituants ou de produits de 
la cellule bactérienne normale. 

Quoi qu’il en soit del interprétation de cette autonomie anti- 
gene des bactériophages, il y a un intérét évident & étudier de 
plus prés la facon dont ces éléments se comportent vis-a-vis 
des sérums spécifiques. 

D'aprés Bordet et Ciuca (et nos propres expériences confir- 
ment pleinement les résultats de ces auteurs contra d'Hérelle), 
inactivation des bactériophages par les anlisérums correspon- 
dants est. une neutralisation définitive : le complexe bactério- 
phage-sérum n’est pas réactivé par passages sur bactéries 
sensibles. 

Nous nous sommes demandé sil serait possible de récu- 
pérer les principes actifs en soumettant le complexe bacté- 
riophage-antisérum a un traitement approprié. Trois séries 
d’expériences furent faites dans lesquelles on faisait agir res- 
pectivement (1) des acides ou des bases; (2) la digestion tryp- 
sique ; (3) la chaleur. 


1° Action des acides et des bases. 


On prépare les mélanges suivants : 

a) XXX gouttes de sérum anti-bactériophage typhique + X gouttes de 
bactériophage typhique. 

6) XX gouttes de sérum antibactériophage-staphylococcique + XX goultes 
de bactériophage staphylococcique. 

OQuelques jours plus tard, on préléve I goutte de chacun de ces mélanges, et 
on les met en présence de quantités décroissantes d’acide et de base. Le ken- 
demain, on préléve I goutte de ce nouyeau mélange; on l'ajoute a 1X gouttes 
de suspension de B. typhique, ou de staphylocoque, respectivement, et l’on 
ensemence en nappe sur gélose inclinée. Voici, a titre d’exemple, une expé- 
rience portant sur le bactériophage anti-staphylococcique. 


Expérignce. — IX gouttes de suspension de staphylocoque + I goutte 
(I goutte 6 + XIX gouttes NaOH 1/500). 


IX gouttes de suspension de staphylocoque + I goutte (I goutte b 
+ XIX gouttes de NaOH 1/600). 

IX gouttes de suspension de staphylocoque + 1 goutte (I goutte b 
+ XIX goutles de NaOH 1/706). 

IX gouttes de suspension de staphylocoque + I goutte (I goutte b 
+ XIX goutles de NaOH 1/800). 

Témoin : IX gouttes de suspension de staphylocoque + I goutte d). 


Dans tous les cas, l’ensemencement donne une culture 
normale, sans plages. Le bactériophage neutralisé par le 
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sérum antibactériophage n’avait donc pas été mis en liberté. 
Des résultals semblables ont été obtenus pour le slaphylo- 
coque, avec VHCl & des concentrations variant de 4/100° a 
1/400°. 
Le 8B. typhiques’étant montré beaucoup plus sensible a l’ac- 
tion des acides, et surtout des alcalis, les résultats furent moins 
nets, mais ici non plus le complexe bactériophage-sérum anti 


ne paraissait pas se dissocier sous l’action de |’ HCl ou de la 
NaOH. 


2° Action de la tripsine. 


A part quelques cas exceptionnels (un bactériophage anti- 
Shiga signalé par nous en 1927 (1) et un bactériophage 
antistaphylococcique décrit par Schultz), les bactériophages 
résistent parfailement & l’action de la digestion trypsique. 
Nous nous sommes donc demandé si un bactériophage pou- 
vait étre récupéré & partir du complexe bactériophage-sérum 
anti-bactériophage par l’action de Ja trypsine. Les expériences 
suivantes furent instituées. 


21 juillet : a) L gouttes sérum antibactériophage staphylococcique a 1/100 
+ II gouttes Penicuosboe: staphylococcique. 

6) XV gouttes sérum antibactériophage staphylococcique 4 1/100 + XV 
gouttes bactériophage-staphylococcique. 

c) L gouttes sérum antibactériophage staphylococcique a 1/500 +I goutte 
bactériophage-staphylococcique. 

d) XX gouttes sérum antibactériophage staphylococcique a4 1/500 + XX 
goultes bactériophage staphylococcique. 

e) L goutles eau physiologique+I goutte baclériophage-staphylocoque. 

24 juillet : Le contenu de chaque tube est divisé en deux parties, l'une 
servant de témoin, l'autre recevant II gouttes d’une solution active de tryp- 
sine. On porte a l’étuve. 

29 juillet: On ajoute V gouttes de chacun des tubes ci-dessus 4XV gouttes 
de suspension staphylococcique et on ensemence en nappe sur gélose 
inclinée. I.es cultures sont normales parltout excepté dans le tube corres- 
pondant au tube e témoin, ot la lyse est compléte. La digestion trypsique 
n'a donc pas amené la dissociation du complexe bactériophage + sérum 
anti. Toutefois, une expérience témoin dans laquelle le sérum antibactério- 
phage seul avait été soumis 4 l’action préalable de la trypsine montra que 
le pouvoir neutralisant du sérum n'est nullement affecté par ce traitement: 
lanticorps en question semble donc résister 4 la digestion trypsique. 


(1) C. R. Soe. Brol., 90, p. 59. 
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3° Action de la chaleur. 


Les bactériophages présentent une résistance considérable a 
la chaleur, ceux du groupe coli-typhique-dysentérique n’étant 
détruits qu’entre 70-75° (en une heure). On pouvail done se 
demander si les différences des températures de destruction de 
ces éléments et des anticorps correspondants présenteraient 
une marge suffisante pour qu’on ptt tenter leur séparation par 
un chauffage ménagé. 

Les expériences suivantes ont été instituées dans ce but. 


ExpériEnce. — 30 juillet : On prépare une série de tubes contenant des 
proportions variables de sérum antibactériophage typhique et de bactério- 
phage, ainsi qu’une autre série dans laquelle le sérum est remplacé par la 
méme quantité d’eau physiologique. Aprés cing jours de contact les deux 
séries de tubes sont chauffées 4 65° pendant une heure avec le résultat que 
le bactériophage aux dilutions employées se montre inactivé par ce traite- 
ment. D’autre part des expériences paralléles dans lesquelles le sérum anti- 
bactériophage typhique dilué a été porté respectivement 4 70 et a 75° mon- 
trérent que les anticorps neutralisant le bactériophage sont plus stables 
que les agglutinines. Celles-ci, pour les dilutions employées, étaient 
détruites par un chauffage 4 70° pendant une heure, alors que les anticorps 
neutralisant les bactériophages ne l’étaient qu’éa 75°. Dans ces conditions, 
il fallait renoncer 4 employer la chaleur dans les essais de mettre en liberté 
les bactériophages contenus dans le complexe bactériophage-anlisérum. 


LysE SECONDAIRE NON BACTERIOPHAGIQUE. PRODUITS LYTIQUES MIS 
EN LIBERTE AU COURS DE LA LYSE. APPLICATION AU CAS DES 
PNEUMOCOQUES. RAPPORTS NUMERIQUES ENTRE BACTERIOPHAGES ET 
BACTERIES. 


Il résulte de l'ensemble des données connues que les bacté- 
riophages n’exercent leur action que sur les bactéries vivantes. 
Mieux, leur action ne se manifeste que pour aulant que les 
bactéries vivantes soient en voie de multiplication : ce fait est 
fondamental et constitue une des bases de l’hypothése des 
facteurs héréditaires. 

Or, dans un travail paru en 1926 (1), Twort croyait étre 
parvenu a mettre en évidence la lyse de staphylocoques tués 
par le bactériophage antistaphylococcique. Ce seul fait suffi- 


(1) The Lancet, 192%, p. 642. 
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sant pour rendre insoutenable la théorie des facteurs hérédi- 
‘aires, nous avons prié notre collaborateur, Duran-Reynals, de 
répéter les expériences de l’auteur anglais. 

Comme il était & prévoir, les faits avancés par Twort furent 
confirmés dans tous leurs détails : une suspension de staphylo- 
coque tuée par la chaleur est lysée par un peu de bactériophage 
antistaphylococcique s7, en méme temps que celut-ci on ajoute 
ala suspenston de staphylocoques morts un peu de staphylo- 
coque vivant sensible (1). Mais si les faits avancés par Twort 
étaient rigoureusement exacts leur interprétation nous parais- 
sait sujette & caution. Quel était le rdle du staphylocoque 
vivant dont la présence se montrait indispensable dans les 
expériences de Twort ? 

L’expérience suivante instituée sur notre instigation par 
Duran-Reynals fournit & ce sujet une premiére indication. Si 
Pon distribue dans des tubes qu’on scclle ensuite 4 la flamme 
(technique de Jaumain) des suspensions de staphylocoque 
vivant et de staphylocoque tué, on constate que seuls les pre- 
miers s’éclaircissent de facon rapide et marquée : l’autolyse ne 
se fait dans ces conditions, de facon intense, qu’avec du staphy- 
locoque vivant. Or, il suffit d’ajouter un peu de ce staphylo- 
coque vivant & une suspension de staphylocoque tué pour 
voir, en tubes scellés, ’autolyse s’étendre a l'ensemble de la 
suspension, laquelle, sans addition de germes vivants, se main- 
tient indéfiniment trouble. 

Nous voyons donc que des résultats tout a fait superpo- 
sables & ceux de Twort peuvent étre obtenus sans intervention 
aucune des bactériophages : quel que soit le procédé mis en 
ceuvre pour déterminer la lyse des staphylocoques vivants 
(bactériophagie, atmosphere confinée), cette lyse s’étend ensuite 
au staphylocoque tué. 

Liaction directe des bactériophages sur les germes morts 
était ainsi mise hors de cause. Il n’en était pas moins intéres- 
sant d’étudier de plus prés ce phénoméne qui mériterait presque, 
lui aussi, le nom de lyse transmissible. 


(1) C. R. Soc. Biol., 94, 1926, p. 242. Ainsi que Duran-Reynals le faisait 
remarquer dans une note de son travail, Gratia et Rhodes, dans une com- 
munication qui avait échappé et A lui-méme et @ Twort, avaient antérieure- 
ment fait des constatations anaJogues. 
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Nous nous sommes demandé s‘il n’était pas possible de 
transmettre Ja lyse non seulement d’un staphylocoque vivant 
sensible 4 un staphylocoque tué de méme souche, mais aussi 
d’un staphylocoque vivant sensible 4 un bactériophage donne, 
a des staphylocoques vivants réfractaires a ce bactériophage. 

Les expériences qui suivent montrent que dans une partie 
des cas, tout au moins, !es faits répondent par l’affirmative (1). 


Exesrience I. — Un bactériophage antistaphylococcique actif pour le sta- 
phylocoque blanc n° 18 et complétement inactif pour les staphylocoques 
448 jaune et 149 blanc est mis en présence de suspensions de ces trois 
souches. 


Tube I. Staphylocoque 18+ bactériophage....... Lyse complete. 
Tube II. Staphylocoque 148+ bactériophage .... . . Culture normale. 
Tube III. Staphylocoque 149+ bactériophage ...... Culture normale. 


En méme temps, on prépare deux tubes en ensemengant simultanément 
dans chaque un des staphylocoques réfractaires ainsi que le staphylocoque 
sensible. 


Tube IV. Staphylocoque 148 + staphylocoque 148 + bac- 


ténigphagwe 2) se Ge eas Ae Ger enero Cer rereet Lyse compléte. 
Tube V. Staphylocoque 149-+ staphylocoque 48 + bac- 
LéBIO PHAGE Aelia ae ced ee cee ee ee ee Lyse partielle. 
Expérience Il. — Un staphylocoque blanc (Nunez) complétement réfractaire 


a Vaction du bactériophage antistaphylocoque 18 est mis en présence de 
celui-ci isolément et simultanément avec le staphylocoque sensible. 


Tube I. Staphylocoque Nuhez + bactériophage..... Culture normale. 
Tube II. Staphylocoque Nuhez + staphylocoque 18 + bae- 
LEnlOPHASe c= sky ashy Pas aeeacen: Reem Lyse complete. 


On réussit done parfaitement, dans certains cas, & transmettre 
Ja lyse dun germe sensible 4 un germe qui y est normalement 
réfractaire. Indépendamment de son intérét théorique, ce fait 
permet de préparer des lysats de staphylocoques qui par eux- 
mémes sont résistants & l’actiun des bactériophages dont on 
dispose. 

Quel est le mécanisme de cette lyse secondaire? On peut 
tout d’abord éliminer l’action directe du bactériophage. Quel 
que soit, en effel, le nombre de passages successifs qu’on fait 


(1) Société de Biologie, section de Santiago du Chili, séance du: 26 oc- 
tobre 1931. 
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effectuer au bactériophage par le mélange staphylocoque sen- 
sible +- staphylocoque résistant, jamais le filtrat de telles cul- 
tures n’acquiert d'action lytique directe pour le staphylocoque 
résistant. D’autre part, la présence de germes sensibles intact, 
que nous avions d’abord cru nécessaire, s'est montrée dans cer- 
taines conditions n’étre pas indispensable. 


Expértence II]. — On prépare les tubes suivants : 


Tube I. Slaphylocoque 148 + I goutte de bactério- 


DlTac entity Gus takes, eestor ne eee - Culture normale. 
Tube II. Staphylocoque 148+ staphylocoque 18 
+ I goutte de bactériophage fillré. . . Lyse complete. 
Tube III. Staphylocoque 148 + 4 cent. cube de bac- 
WOO ONEYRS Ws 3 59 ob og 6 bo oe Lyse presque complete. 


Tube IV. Staphylocoque 148 +1 ¢.c. 5 de bactério- 
joe Iolo CAAT oe bn eo 6 5 Lyse presque complete 


Donc, lorsqu’on met en ceuvre des quantités considérables 
de lysat bactériophagique de staphylocoque sensible, la lyse des 
germes résistants se fait méme lorsque ce lysat a été au préa- 
lable débarrassé de germes vivants par filtration ou par chauf- 
fage. La lyse des germes résistants ne peut étre attribuée dans 
ce cas qu’a des produits (diastases?) libérés par le staphylo- 
coque sensible au cours de la lyse baclériophagique. 

L’expérience suivante montre que cette lyse est d’autant plus 
intense que la quantité préalablement dissoute de staphylo- 
coques sensibles est plus forte, autrement dit que le lysat est 
plus riche en produits (ferments lytiques?) provenant du sta- 
phylocoque sensible. 


Expérience IV. — On prépare des lysats bactériophagiques « faibles » et 
« concentrés » de staphylocoque sensible n° 18. Dans le premier cas, le bac- 
tériophage est ajouté aussitot aprés ensemencement du staphylocoque ; dans 
le second, le bactériophage est introduit quand le milieu est déja fortement 
trouble (plusieurs centaines de millions de germes par centimétre cube). 

Une premiére série de tubes recoit respectivement I, 1V, VI, VII, X, XIV, 
XXV, XXX et LX gouttes de lysat « faible ». Une autre autre série de tubes 
recoit des quantités croissantes (II, 1V, VI, VIII, X gouttes) de lysat « con- 
centré ». On ensemence ensuite dans tous les tubes le staphylocoque résis- 
tant 148. Les sept premiers tubes de la premiére série présentent un déve- 
loppement normal de staphylocoque; la lyse est faiblement marquée pour le 
tube contenant XXX gouttes et trés forte pour celui qui en contient LX. Par 
contre, pour la série correspondant au lysat « concentré » la lyse est com- 
pléte a partir du tube contenant IV gouttes. 


Annales de Ulnstitut Pasteur, t. XLIX, n° 1, 1°32. 


oO 
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Enfin, l'expérience suivante montre que, contrairement a ce 
qui se passe pour la bactériophagie, le facteur actif dans le phé- 
noméne de lyse qui nous occupe, loin de se reproduire comme 
e’est le cas du bactériophage, s épuise au cours de la lyse. 


Experience V. — On prépare les 4 tubes suivants : 


( Staphylocoq we W283i sree er, ewe rien rei ee 
Staphylocoque Si. cusses st cen no ee > Lyse complete. 

( I goutte de bactériophage 18 « faible» ....... 

{ obaphyloCo quent 4305 ten cucgs cee ieee teen en ae et 

(tec. 5 de Fyisatilscptaib lewis sau aa ieee yee 

Slap hylOcOquest28 ies paca: emcee ene eran mec me 


ee 
/ 
II. 


WI Stapliv loco. que isin cevieagt-ac cata iene en ne nen eee: {Los complete. 
I goutte de lysat « faible » chauffé a 55°. ....., 
Staphylocoque st28i acre suet skecn nunc caer 


lV 
Me 1 c.c. 5 de lysat « faible » chauffé 4 55°... 7 7 1 


Le lendemain, on ensemence du staphylocoque 148 (résistant) dans 4 tubes 
de bouillon auxquels on ajoute, respectivement, 4 cent. cube de chacun des 
tubes de l'expérience ci-dessus. On obtient ainsi les 4 tubes suivants : 


I’. Staphylocoque 148+ 4 cent. cube I. . . Fort trouble (lyse trés faible). 
Il’. Staphylocoque 148+ 1 cent. cube. . . . Trouble (lyse plus marquée). 
WI’. Staphylocoque 148 + 1 cent. cube lil. . Trouble, presque égal a celui 
du témoin. 

Iv’. Staphylocoque 148 + 1 cent. cube TV . . Trouble marqué (un peu moins 
fort que pour III’). 

Témoin, staphylocoque 1448......... Culture normale. 


Le jour suivant, on fait un troisiéme passage en ensemengant le staphylo- 
coque 148 dans 5 tubes ef en ajoutant aux quatre premiers, respectivement, 
4 cent. eube du contenu de chacun des quatre premiers tubes de l’expérience 
ci-dessus. 

On obtient ainsi les tubes : 


I*, Staphylocoque 148 + 1 cent.cubel’...... Trouble, presque égal a 
celui du témoin. 
11*. Staphylocoque 148 -++ 4 cent. cube Il’... . . Trouble, égal a celui du 
i témoin. 
MI*. Staphylocoque 148 + 1 cent. cube Ill’. .... Trouble, égal 4 celui du 
témoin. 
IV*. Staphylocoque 148+ 1 cent. cube IV’... . . Trouble, égal a celui du 
témoin. 
Témoin, staphylocoque 148............ Culture normale. 


On voit, par ces données, que les produits lytiques, mis en 
hiberté au cours de la lyse bactériophagique de staphylocoques 
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sensibles et qui déterminent la lyse de staphylocoques résis- 
tants, sont consommeés pendant cette lyse. 

Cette lyse secondaire permet d’expliquer certaines particu- 
larités dans allure de la bactériophagie. D’autre part, on 
décele ainsi entre les germes d'un méme groupe une hété- 
rogénéité qui échappe aux méthodes sérologiques et dont 
Vétude vaut d'étre approfondie. Pour nous en tenir aux 
exemples que nous venons de rapporter, le staphylocoque 
18 blanc sensible & l’action du bactériophage employé et le 
staphylocoque blanc 149 qui y est absolument réfractaire ont 
la méme constitution antigénique (agglutination au méme 
titre par un sérum préparé pour l'un d’eux). Or, le staphylo- 
coque 149 est non seulement réfractaire a la lyse par le bacté- 
riophage correspondant au staphylocoque 18, mais aussi presque 
complétement a la lyse par les produits de ce dernier. Le sta- 
phylocoque jaune 148, par contre, également réfractaire au 
bactériophage du staphylocoque 18, est lysé avec une grande 
facilité par les produits de celui-ci. 

Ce phénoméne de lyse transmise par produits libérés au 
cours de la dissolution bactérienne se présente d’ores et déja 
comme ayant une certaine généralité et susceptible de di- 
verses applications. C’est ainsi que l'un de nous a montré, 
en collaboration avec Averbuch (1), que des pneumocoques 
tués ou des pneumocoques vivants non lysables par la bile 
deviennent lysables si, en méme temps que la bile, on ajoute 
aux suspensions une petite quantité de pneumocoques vivants 
lysables. Voici les détails d’une expérience montrant la trans- 
mission de la lyse de pneumocoques lysables & des pneumo- 
coques qui, normalement, sont insolubles dans la bile: pneu- 
mocoques avirulents vivants ou tués par la chaleur. 


Expkrience. — Une culture de pneumocoque avirulent, insoluble dans la 
bile, est distribuée dans deux tubes ;,une partie est laissée telle quelle, autre 
portée a 60° pendant une heure. On prépare cing tubes (& hémolyse) comme 
suit : 

Tube I: Pneumocoques avirulents vivants. 

Tube Il : Pneumocoques avirulents vivants + bile. 

Tube III : Pneumocoques avirulents tués + bile. 


(1) Soc. de Biol., Section de Santiago du Chili. Séance du 8 juin1931. Ce tra- 
vail a été reproduit in exlenso dans la Thése de Médecine de Averbuch (San- 
tiago 1931). 
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Tube IV : Pneumocoques ayirulents tués + bile +I goutte pneumocoque 


virulents vivants. 
Tube V : Pneumocoques avirulents vivants + bile + I goutle pneumocoque 


virulents vivants. 

Au bout d'une heure, les tubes restent troubles. Au bout de vingt-quatre 
heures, les tubes IV et V se sont considérablement éclaircis, les tubes I, II, 
III restant aussi troubles qu’au moment de leur préparation. Au bout de 
quarante-huit heures, les tubes IV et V se sont éclaircis encore davantage, 
la lyse de leur contenu étant & peu prés complete. 


Nous avons dit ailleurs (1) l’intérét que peuvent présenter 
ces faits au point de vue pratique (diagnostic différentiel des 
pneumocoques et des streptocoques). Ici, nous ne désirons 
retenir qu'un nouvel exemple de /yse secondaire par mise en 
liberté de produits lytiques. 

En rapportant plus haut les expériences de lyse secondaire 
chez les staphylocoques, nous avions dit que ces faits expli- 
quent certaines particularités dans l’allure de la lyse dite bacté- 
riophagique. On comprend, en effet, 4 leur lumiére, |’éclair- 
cissement rapide et total des cultures souvent sans augmen- 
tation appréciable du titre lytique. On comprend aussi qua 
des cultures (de staphylocoques) ainsi lysées on puisse ajouter, 
souvent a plusieurs reprises, des quantités nouvelles et impor- 
tantes de germes qui, eux aussi, subissent la lyse sans augmen- 
tation (quelquefois méme avec légére diminution) du titre 
lytique. Ces faits incompréhensibles, tant qu’on les attribuait 
a la seule action directe des bactériophages, s’expliquent tout 
simplement par les données que nous venons de rapporter. 

Ces expériences nous ont conduits, par ailleurs, & examiner 
de plus prés les rapports numériques existant entre bactéries 
et bactériophages. 

D’aprés les données que l’on posséde sur les dimensions des 
unes et des autres, le rapport de leurs volumes est de l’ordre 
de 1 & 1.000.000 approximativement. Dans le cas ot la lyse 
serait due uniquement a l’action directe des bactériophages, 
toutes les cellules d’une culture devraient étre atteintes et, pour 
nous placer un moment de nouveau au point de vue de la théorie 
de lultravirus parasite, on devrait s’attendre a trouver un 
nombre élevé d’éléments lyliques pour chaque cellule lysée. 


(1) Bull. de lV Acad. de Méd., 107, n° 4, 26 janvier 1932. 
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Or, il n’en est rien. Méme en faisant abstraction des bactéries 
qui se lysent pendant que le milieu continue A se troubler, le 
titre lytique des lysats les plus actifs (10-®) correspond a un 
nombre d’éléments actifs inférieurs (tout au plus & peu pres 
égal) & celui des bactéries présentes dans la culture au 
moment ot celle-ci commence & s’éclaircir. Cette donnée est 
en parfait accord avec Vhypothése des facteurs héréditaires 
dans laquelle on doit s’attendre & trouver un nombre de bacté- 
riophages 4 peu prés égal au nombre de bactéries directement 
atteintes. 

Des expériences instituées pour suivre les variations du titre 
lytique en fonction des quantités initiales de germes et de 
bactériophages, ainsi que de Ja multiplication des premiers, 
ont donné des résultats qui parlent dans le méme sens. Ces 
expériences feront l’objet d'un travail spécial et nous n’en don- 
nerons ici que les conclusions : 

1° Le titre lytique définitif d’un lysat est indépendant de la 
quantité initiale de bactériophage (dans les limites étudiées 
de 1/5 & XX gouttes) ; 

2° Pour les quantités assez élevées de bactériophage employées 
(I goutte pour 10 cent. cubes de milieu), le tilre lytique défi- 
nitif est quelque peu plus élevé pour les cultures correspon- 
dant & un nombre initial de bactéries plus élevé ; 

3° Le nombre de bactériophages (= titre lytique) augmente 
de dix fois 4 peine pendant que le nombre de germes augmente 
de 10 & 100 fois. Plus tard, et pendant tout le temps qu’aug- 
mente le trouble du milieu, ce titre lytique reste constam- 
ment inférieur au nombre de germes (donné par les cultures 
témoins exemptes de bactériophage). 


Résumé et conclusions. 


4° Pas plus que pour les données d’autres auteurs (voir 
mémoires antérieurs), il ne nous fut possible de confirmer 
celles de Béguet et de Plantureux relatives a la réalisation de 
la bactériophagie expérimentale. Le déterminisme de ce phéno- 
mene reste obscur et les cas de bactériophagie observés (en 
admettant que les diverses causes d’erreur fussent éliminées) 
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doivent étre considérés comme des cas de bactériophagie spon- 
tanée ; 

2° Les nombreux cas de bactériophagie spontanée signalés 
de divers cdtés sont eux-mémes sujets 4 caution, la présence & 
l'état latent de bactériophages préexistants étant difficile & 
exclure de facon certaine. La découverte des bactériophages de 
bactéries sporulées permettant de réaliser ce dernier deside- 
ratum, nous avions institué des expériences avec un B. subtilis 
dans cet ordre d’idées. Nous avons bien pu obseryer, & deux 
reprises, la bactériophagie spontanée avec des cultures d’une 
variété (forme muqueuse) de ce B. subtilis, mais il nous fut 
impossible de reproduire ce phénoméne avec des cultures 
préalablement chauffées (a 85°) de ce germe. Fort heureuse- 
ment, les expériences de L. E. den Dooren de Jong sur le 
B. megatherium et le B. undulatus compleétent cette lacune et 
établissent définitivement l’apparition de la bactériophagie 
dans des cultures traitées de facon & écarter toute possibilité de 
persistance’ de bactériophages préexistants. Ces expériences 
de den Dooren de Jong apportent la condamnation définitive 
de lhypothése parasitaire de la bactériophagie ; 

3° En plus de la variété « muqueuse » du B. subtilis apparue 
spontanément et chez laquelle nous avons observé le phéno- 
méne de bactériophagie spontanée, nous décrivons une autre 
variété apparue sous l’action du bactériophage; 

4° Des expériences sur l’action dite « oligodynamique » de 
largent montrent, une fois de plus, que les bactériophages sont 
beaucoup plus résistants que les bactéries tout en faisant res- 
sortir les différences de sensibilité qui existent, non seulement 
d’un bactériophage a l'autre, mais aussi entre les unités d'un 
méme hbactériophage; 

5° Certaines particuiarités dans le comportement des bacté- 
riophages en tant qu’antigénes (spécificité de groupe ou de type) 
ainsi que le rdle joué dans divers processus lytiques par les 
lipoides pouvaient faire penser que ces substances intervien- 
nent dans la constitution chimique des bactériophages. Des 
deux méthodes (biologique et chimique) qui s’offraient pour 
vérifier cette hypothése, seule, la premiére a pu étre mise en 
ceuvre. Cette méthode (dont la critique est du reste faite dans 
dans le texte) consiste & s’assurer si les lipoides extraits de 
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lysats bactériophagiques sont aptes & donner naissance & des 
anticorps pour les bactériophages employés ou, plus simple- 
ment, a neutraliser les anticorps contenus dans les sérums 
antibactériophages. Un grand nombre d’expériences faites avec 
cette méthode ont toutes donné des résultats négatifs. Chemin 
faisant, un certain nombre d’observations sont rapportées sur 
ladsorption des bactériophages et (corollaire de ce fait?) sur 
Vaction antibactériophage des lipoides; 

6° Des essais ont été faits, tous avec des résultats négatifs, de 
mettre en liberté des bactériophages neutralisés par les sérums 
correspondants sous l’action de divers facteurs : acides ou bases, 
trypsine, chaleur; 

7° Partant du fait de la lyse de staphylocoque mort en pré- 
sence de staphylocoque vivant et de bactériophage (Gratia et 
Rhodes, Twort, Duran-Reynals), un groupe de phénoménes est 
étudié qui mériterait presque, lui aussi, lenom de /yse trans- 
missible et auquel nous donnerons celui de lyse secondaire. I 
s’agit d'un ensemble de faits, dans lesquels des germes norma- 
lement insensibles 4 l’action d’un facteur déterminé (bactério- 
phage, atmosphere confinée, bile) se lysent sous l’action de 
produits lytiques mis en liberté par ce facteur a partir de germes 
sensibles. On peut ainsi obtenir la lyse de staphylocoques 
réfractaires & un bactériophage donné en présence de ce der- 
nier et d’un staphylocoque sensible. On a pu aussi obtenir la 
lyse par la bile de pneumocoques non lysables (pneumocoques 
virulents tués, pneumocoques avirulents vivants ou tués) en 
les mettant en présence de bile en méme temps que d’une petite 
quantité de pneumocoque virulent vivant. L’intérét pratique 
de ces faits est indiqué (préparation de lysats, diagnostic diffé- 
rentiel de pneumocoques et de streptocoques) en méme temps 
que la lumiére qu’ils jettent sur certaines particularités de la 
bactériophagie. 

8° Quelques données sont rapportées sur les relations numé- 
riques qui existent, dans les lysats bactériophagiques, entre 
bactéries et bactériophages. 


Ainsi que nous le disions dans les travaux antérieurs, l'hypo- 
these des facteurs héréditaires proposée par l'un de nous pour 
rendre compte du phénoméne de la bactériophagie (et de cer- 
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tains processus qui paraissent présenter avec celui-ci des analo- 
vies intéressantes) permet d’expliquer, d'une facon satisfaisante, 
la plupart des particularités de ce phénoméne : transmission 
indéfinie en série, avec reproduction du principe aclif, compor- 
tement de ce principe au cours de passages sur bactéries 
différentes; autonomie antigéne du principe actif, tous faits 
qui s’expliquaient parfaitement dans l’hypothése parasitaire, 
mais restaient totalement incompréhensibles dans les théories 
qu'on cherche & lui substituer. En effet, les bactériophages 
étant, dans Uhypothése des facteurs héréditacres, de la substance 
vivante, il n’y a rien d’étonnant ace qu’ils en présentent les 
atiributs. 

Aucune des données nouvelles rapportées depuis la publica- 
tion de notre dernier travail, soit par les auteurs, soit par nous- 
mémes, n’est en contradiction avec notre hypothése ; certaines 
(celles, par exemple, relatives aux rapports numériques entre 
bactéries et bactériophages) y sont, par contre, nettement 
favorables. D’autre part, certaines particularités de la lyse 
bactériophagique qui paraissaient mal explicables dans |’hyjo- 
these des facteurs héréditaires s'expliquent parfaitement a la 
lumiére des données sur les phénoménes superposés de lyse par 
diastases libérées que nous avons examinées au cours de ce 
travail (lyse secondaire). 

Etant donnés l’intérét et les difficultés du probleme et les 
malentendus que peut provoquer la solution que nous propo- 
sons, nous nous permettons de résumer encore une fois notre 
point de vue. 

D'accord avec la presque totalité des bactériologistes, nous 
voyons dans la bactériophagie un phénoméne de variation bac- 
téricnne. Pour nous, il s’agit d'une variation mendélienne, en 
ce sens quelle est liée a l'existence de certains territoires ou 
parcelles protoplasmiques (chromatiques? individualisés). Les 
terriloires ou parcelles de protoplasme bactérien sont les sap- 
ports matériels ou les facteurs (dans le sens mendélien) de la 
variation envisagée. Ils déterminent cette variation (tendance 
ala lyse) [1] chaque fois qu’ils apparaissent dans une cellule, 


(1) On ignore tout du mécanisme par lequel ces facteurs héréditaires ou 
genes détermineraient les caractéres dont ils sont porteurs. Certains généti- 
ciens y.voient des ferments doués de la propriété de se reproduire. Comme, 
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que cela soit par une altération spontanée de sa constitution, 
par passage de la cellule-mére altérée aux cellules-filles, ou 
méme — el c’est la particularité nouvelle des phénoménes qui 
nous occupent — qu’ils pénétrent du dehors ayant été mis en 
liberté dans le milieu extérieur par des cellules alteintes. Ce 
sont ces supports matériels ou facteurs héréditaires particulitre- 
ment stables dans le cas qui nous occupe qui constituent les 
bactériophages ou principes lytiques. 

Les recherches récentes sur l’hérédité chez les organismes 
supérieurs montrent que les variations brusques liées 4 des 
supports matériels ou facteurs héréditaires jouent un rdle beau- 
coup plus important gu’on ne le supposait jusqu’ici, Ce fait, 
ainsi que l’existence méme de supports matériels ou facteurs de 
caractéres héréditaires, a pu étre établi en premier lieu chez 
les organismes supérieurs, & reproduction sexuée, car chez eux, 
il était possible de suivre le sort des caractéres héréditaires 
des parents et montrer qu’ils se comportaient comme des 
entités indépendantes. 

Il n’y a rien d’étonnant a ce que I’existence de tels caractéres 
chez les étres inférieurs ait passé inapercue jusqu’ici. Pour cette 
raison, l’objection qu’entre autres Bordet et Renaux font 4 notre 
hypothése (1), lorsqu’ils se demandent & quel point il est 
loisible d’étendre aux bactéries la notion des facteurs hérédi- 
taires, établie par des recherches sur les organismes supérieurs 
a reproduction sexuée, ne nous parait pas péremptoire. Comme 
nous venons de le dire, la séparation des sexes a constitué une 
circonstance particulitrement favorable pour la mise en évi- 
dence des supports matériels des caractéres héréditaires ; elle 
n’en est nullement une condition. 

Des phénoménes fondamentaux de la vie tels que I’hérédité 
et la variation reconnaissent de toute vraisemblance parlout les 
mémes mécanismes et sont & coup stir indépendants du mode 
de reproduction. Tout ce que l’on peut affirmer, 4 l’heure 


dautre part, il s’agit d’éléments corpusculaires il y aurait lieu, peut-étre, 
de remettre en honneur, pour eux, le terme tombé en oubli de ferments 
figurés. 

On verrait revivre ainsi la notion de diastases « vivantes » (Duclaux) parmi 
lesquelles viendraient prendre place, tout naturellement, les bactériophages 
et les principes similaires. 

(1) Ces Annales, 42, p. 1283. 
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actuelle, est que les caractéres mendéliens paraissent étre liés & 
existence de la substance chromatique. Or, celle-ci existe chez 
les bactéries. Des recherches fort intéressantes publiées tout 
récemment (1), non seulement confirment l’existence chez ces 
étres de l’équivalent d’un appareil nucléaire, mais montrent, 
de plus, que dans certains cas il s’agit d’un noyau morpholo- 
giquement différencié et dont la substance donne une réaction 
de Feulgen (acide thymonucléique) positive. 

Les propriétés de la substance support des caractéres héré- 
ditaires étant ainsi fonciérement identiques 4 travers le monde 
vivant, le mécanisme des variations transmissibles l’est vrai- 
semblablement aussi. Or, répétons-le, l’importance, & ce point 
de vue, des variations du type mendélien, c’est-a-dire de varia- 
tions liées & des supports matériels, apparait de plus en plus 
grande. Il en est de méme probablement pour les organismes 
unicellulaires. 

La seule particularité vraiment nouvelle de la bactériophagie, 
ainsi que des processus que nous en avons rapprochés, tumeurs 
filtrables, mosaiques des plantes, est celle d’étre transmis- 
sible, non seulement de cellule-mére 4 cellules-filles, mais 
aussi 4 travers le milieu extérieur de cellule atteinte a cellule 
normale. Cette particularité implique pour les supports maté- 
riels des caractéres en question une stabilité remarquable qui 
rend possible leur conservation dans le milieu extérieur. Grace 
a cela, les processus envisagés peuvent, lorsqu’ils sont de 
nature palhologique (comme c’est le cas pour un grand nombre 
de variations brusques), revétir les allures de véritables mala- 
dies infectieuses. 


(1) M. Porcrowskasa. Centralbl. f. Bakt., 419, 1931, p. 353. 
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par E. MARCHOUX et V. CHORINE. 


I. — LES GAMETES D’H47MOPROTEUS 


On sait que la fécondation des gamétes de Plasmodium se 
produit dans l’estomac de l’Anopheles. Elle s’accomplit méme 
in vitro entre lame et lamelle et c’est l’observation des prémices 
de cette opération qui a donné & Laveran [assurance quiil 
avait découvert le parasile du paludisme. 

Il est commode dans les laboratoires de suivre la marche de 
ce phénoméne, par examen du sang d’oiseaux porteurs d’ Hemo- 
proteus, parce que seuls les gamétes de cet hématozoaire se 
trouvent dans le sang circulant et qu’ils y sont parfois telle- 
ment nombreux que |’observation des diverses phases de la 
fécondation en est singuligrement facilitée. 

D’ailleurs, l’évolution d’Hzemoproteus ne différe de celle de 
Plasmodium que par Vhéte invertébré qui en est le siége. 


Histoire du parasite. — La connaissance que nous possédons 
aujourd’hui de lHemoproteus et du cycle évolutif qu’il pour- 
suit a été acquise lentement. Elle s’est faite par paliers suc- 
cessifs et nous pouvons en diviser la description en six périodes 
trés nettes. 

La premiére commence 4 la découverte du parasite et se 
limite & la systématique. 

Danilewsky [8] lobserva pour la premiére fois en 1886 dans 
le sang de divers oiseaux et notamment sur le freux. II en 
distinguait deux formes, la forme vermiculaire et le polimitus 
qui portait des flagelles, et il les considérait comme analogues 
a celles qui avaient été observées sur l'homme par Laveran. 
En 1890, il remarqua sur un freux et sur une pie une évolution 
aigué, les deux formes primitivement décrites ne représentant 
que la phase chronique. 
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En 1890, Kruse [42] réunit sous le méme nom d’Hemo- 
proteus toutes les formes qu’avait observées et décrites Dani- 
lewsky. 

Labbé [43], en 1894, sépara l'agent de ce pseudo-paludisme 
chronique, dont il fitle genre Halteridium en raison des formes 
en haltéres qu'il affecte dans les globules, de celui du palu- 
disme vrai et aigu, entrainant parfois la mort des oiseaux qui 
en étaient porteurs. Celui ci fut rangé dans le-genre Hema- 
meba, sous le nom de Proteosoma. 

Le terme Hemoproteus créé par Kruse prévalut sur celui 
dHalteridium de Labbé. 

La deuxiéme période est caractérisée par de nombreuses 
recherches auxquelles donna lieu lHemoproteus et les polé- 
miques qui divistrent les protozoologistes en deux camps. 
Dans l'un se rangent Schaudinn [418] et son école qui croyaient 
voir cet hématozoaire se transformer en un trypanosome; dans 
le second, les contradicteurs qui maintiennent l’individualisme 
des deux parasites. Au premier rang de ces derniers, il faut 
citer von Wasielewski [22] qui a démontré la coexistence dans 
le sang de la chevéche d’un Hemoproteus et dun trypano- 
some. j; 

Dans un troisiéme stade, on distingue des signes de sexualité 
dans les gamétes. Mac Callum [14], et aprés lui, mais indépen- 
damment du savant américain, l'un de nous [15], observérent 
in vitro les phénoménes aujourd’hui bien connus de la féconda- 
tion de ces gamétes |’un par l’autre. Les gamétes mirs s’arron- 
dissent et se libérent par dissolution brusque du globule-hote. 
Les males expulsent rapidement les microgamétes qui sagitent 
violemment, se détachent et se dirigent vers le macrogaméte 
qui s’est préparé & les recevoir par le déplacement du noyau 
vers la périphérie ov il fait l6g@rement hernie. Un microgaméte 
vient s’engluer sur cette hernie et la fusion nucléaire se produit. 
Au bout d’un certain temps le macrogaméte prend une forme 
vermiculaire et se déplace aclivement, constituant l’oocinéte. 

La quatriéme étape a été franchie par Ed. et Et. Sergent [19] 
qui reconnurent et démontrérent qu'un Hippoboscide, le 
Lynchia maura, joue lerdle d’agent vecteur dans la transmission 
de pigeon & pigeon de l’'Hemoproteus columbe. Les freres 
Sergent n’ayant pas pu suivre dans l’estomac des Lynchia le 
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développement au dela du stade oocinéte, admirent que celui-ci 
passait directement de l’héte invertébré au pigeon et croyaient 
en voir la confirmation dans le fait que le pouvoir infectant de 
Lynchia semblait s’épuiser trés vite. 

Celte opinion fut partagée par de Beaurepaire Aragao [4j, 
Negri [16], Gonder [9] et v. Wasielewski. 

A de Beaurepaire Aragao [3] est due la cinquiéme étape 
parcourue. Le savant brésilien reconnut qu’en dehors des 
formes gamétogoniques seules observées dans le sang circulant, 
il existe une phase schizogonique qui s’accomplit par division 
multiple du noyau de corps contenus dans les cellules endothé- 
liales des capillaires pulmonaires. Cette découverte d’ Aragdo, 
faite en 1907, fut confirmée par Anschiitz [2] (1909), Negri (1913), 
Gonder (1915), v. Wasielewski (1913-1918). 

Enfin, la sixiéme période fut marquée par la découverte, 
faite par Helen Adie [1], en 1915-1924, chez Lynchia, d’un 
stade évolutif analogue a celui de l’hématozoaire du paludisme 
chez l’Anophéle. L’oocinéte traverse le premier plan cellulaire 
et se loge dans la paroi de l’estomac. Le noyau se divise un 
grand nombre de fois dans un kyste qui grossit et fait hernie 
sur la paroi dans la cavité générale, passant de 7 a 8 » au 
quatriéme jour & 36 ». au neuviéme jour. A ce moment la paroi 
du kyste, qui jusqu’alors était trés résistante, devient fragile et 
se rompt sous la seule pression du couvre-objet. Il sen échappe 
une quantité de sporozoites fusiformes qui, comme chez 
l Anophéle, envahissent les glandes salivaires et sont émis avec 
le liquide de sécrétion de ces glandes au moment de la piqtre. 


Raisons qui ont guidé notre choix. — La facilité avec laquelle 
on se procure des oiseaux porteurs d’Hemoproteus et la com- 
modité d’examen qui résulte de la nature de ce parasite devaient 
diriger notre choix pour nos recherches sur les conditions qui 
président au déclenchement du phénoméne de la fécondation. 

Dans le sang circulant les gamétes se présentent, quand 
l'infection est récente, sous la forme de corps pigmentés plus 
ou moins arrondis, en nombre variable dans un méme globule 
out on peut en trouver jusqu’a onze. A un stade plus avancé, ce 
nombre se réduit 4 un ou deux qui s’allongent de chaque cdté 
du noyau jusqu’a se rencontrer. Ils sont un peu rétrécis au 


78 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


milieu et renflés aux extrémités; c’est ce qui les a fait désigner 
par Labbé sous le nom d’Halteridium. 

Pour quelles raisons voyons-nous, au bout de quelques ins- 
tants, entre lame et lamelle, ces corps parasitaires, qui parais- 
saient immobilisés dans leur forme jusqu’a ce moment, 
s’animer et procéder a toutes les transformations qui les con- 
duisent jusqu’aé la formation de l’oocinéte ? 

Pour essayer de nous en rendre compte, nous nous sommes 
adressés tout d’abord au parasite que, tres communément, on 
rencontre dans le sang d’un oiseau facile a se procurer, ie 
Padda oryzivora, parasite qui a été décrit et nommé par 
Anschiitz, en 1910, H. oryzivore. Mais la taille de ce petit 
oiseau ne nous permettait qu'un trés petit nombre d’examens 
sans danger pour son existence. 

Nous devons d’avoir pu opérer sur des pigeons a l’obligeance 
de notre collégue d’Alger, le D' Edmond Sergent, a celle de 
son fils, le D" André Sergent, qui a pris la peine d’aller cher- 
cher a Blida des pigeons contaminés avec des Lynchia maura et 
des pupes de cet insecte, 4 celle de M. Donatien, qui nous a 
apporté d’Alger a Paris, avec tout le soin désirable, a la fois les 
oiseaux et leurs parasites. 


I]. — LE REFROIDISSEMENT N’EXERCE 
AUCUNE ACTION 


Ces éléments sexués, qui restent indéfiniment immobiles tant 
qwils sont dans la circulation, entrent en mouvement trés vite, 
a condition qu’ils soient parvenus au stade de maturité, dés 
quils en sont extraits, qu’ils soient conservés tn vitro ou quiils 
tombent dans l’estomac de linsecte chargé d’assurer la conti- 
nuité de leur existence. Cette activité se révéle méme dans le 
tube digestif dinsectes qui ne permettent aucun dévelop- 
pement ultérieur. Noller [47] a vu se produire la fécondation 
des gamétes d’Hemoproteus et la production d’oocinétes chez 
beaucoup d’insectes, moustiques divers, larves suceuses de 
sang, punaises, poux. 

L’universalité des circonstances of se produit cette réaction 
génétique a confirmé tous les observateurs dans l’opinion 
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émise par Danilewsky qu’elle avait pour moteurs le refroidis- 
sement et la concentration du liquide sanguin, phénoméne 
qui se rencontre en effet dans tous les cas ot elle apparait. 
Telle fut l’opinion de tous les savants qui se sont occupés de 
la fécondation des gamétes d’Hemoproteus. Cependant il y a 
quelque raison de penser qu'une autre influence intervient, car 
si, avec H. columbz, la fécondation ne commence que cing-dix 
minutes aprés l’extraction du sang; elle se produit en quelques 
minutes avec H. orizivore et en quelques secondes d’aprés 
Claus [5] avec A. Danilewskyi. Dans ce dernier cas surtout, il 
devient au moins difficile d’accepter comme cause l'action si 
banale de la concentration, sinon du refroidissement. Claus 
trouve que la température la plus favorable 4 l’exflagellation 
des microgamétocytes est entre 33° et 8°,5. Le phénoméne ne 
se produit plus ici au-dessous de 8°, ni au-dessus de 33°, tem- 
pérature qui interdit la production des flagelles dans le sang 
des oiseaux. Les expériences de Claus ont été confirmées par 
celles de v. Wasielewski. 


Conditions de notre expérimentation. — Nous avons voulu 
tirer au clair cette question spéciale de la température a 
laquelle les deux auteurs précités atlribuent un roéle si impor- 
tant. Toutes nos observations ont porté sur du sang recueilli 
et conservé en vitro soit & la température du laboratoire qui 
était A ce moment de 13°, soit dans une boite chauffée 4 tem- 
pérature constante par des lampes a filaments et renfermant le 
microscope dont seul débordait l’oculaire. La manipulation 
de la lame porte-objet et de la vis micrométrique se pratiquait 
par des manches d’étoffe qui se fixaient au poignet et opposaient 
par lVobturation qu’elles assuraient un sérieux obstacle au refroi- 
dissement. La température du milieu intérieur de la caisse était 
observée sur un thermométre placé au niveau de la platine et 
visible au travers de la paroi supérieure vitrée. Nos observations 
ont été faites 4 diverses températures et jusqu’a 43°. Le nombre 
de nos examens, qui a été trés grand, nous a permis d’établir 
des chiffres que nous donnons ci-dessous et qui représentent 


une moyenne. 
Nous avons tenu 4 bien dissocier l’action des deux phéno- 


2 


ménes et pour cela nous avons veillé & écarter le réle de la 
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dessiccation en opérant soit sur des lames recouvertes de 
lamelles bordées a la paraffine, soit dans une atmosphére 
saturée d’humidité. Cette chaleur humide était entretenue par 
un courant de vapeur provenant d’un ballon rempli d’eau 
maintenue a 1’ébullition et s’échappant par un tube qui péné- 
trait dans notre caisse d’examen. L’hygrométre placé 4 Vinté- 
rieur de la boite restait conslamment au voisinage de 100°, 
c’est-a-dire entre 96 et 99°. 


Résultats. — Voici, réunis dans le tableau suivant, les 
résultats de nos observations faites sur H. orizivore. 


TEMPERATURE FECONDATION 
en degrés en minutes 
1 rr mime mere Wr tool ola, ao tik of bt ‘dysoo tat a se pa 47 a 20 
| A i emer me ee Mem ae ar, ba Sh 0 eta 0 6 
23: vai Bia) veteee ete doth ah ro cy ee eed a ee Yee 133 
A ere eee ere re Nh as Mat ig Gm a? o 22a) 43 
BOk oe Suey ying ke See Sy ant ok Wee ig top eee ae Om Aree AerAy 2 
Bi ad ee ee Erie eRe Pia has) eta Sen Se ia OG 27a 3 
Ss et ae APPR Meee NS eo Site a mga, bP At Guo ae 8 


Les oocinétes se forment sans difficullé entre lame et lamelle 
a des températures variant de 20° & 23°. Les macrogamétes 
fécondés ne se montrent plus aptes 4 une transformation ulté- 
rieure quand on Jes conserve 4 37° et ils dégénérent en vingt- 
quatre-quarante-huit heures. 

Si lon observe l’exflagellation des microgamétocytes d’H. 
padde & une température notablement plus élevée que celle 
que Claus, qui opérait avec un autre parasite, a considérée 
comme critique, il nous faut reconnaitre que le développement 
ultérieur des macrogamétes s’arréte beaucoup plus tot, 
puisqu’a 37° non seulement il n’y a pas formation d’oocinétes, 
mais les éléments fécondés dégénérent. En tous cas les phéno- 
ménes de la fécondation des macrogamétes par les microga- 
métes ne sont pas influencés méme 4 43°, c’est-a-dire & une 
température supérieure 4 celle qui est normale chrz les oiseaux. 
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Ill. — LA CONCENTRATION EST SANS INFLUENCE 


Nous avons alors porté nos investigations sur la. densité du 
milieu dans lequel le phénoméne est susceptible dese produire. 
I] est évident que, dans l’estomac de l’insecte h6ote intermé- 
diaire, le sang absorbé subit une concentration qu'il est assez 
difficile de mesurer et de reproduire exactement par l’expé- 
rience. Cependant l’absorption par les parois stomacales de 
l'insecte piqueur est relativement lente; en tout cas elle 
demande certainement un temps plus long que celui qui suffit 
au parasite endoglobulaire & poursuivre son évolution jusqu’a 
la fécondation du macrogaméte. 


Soustraction de liquide. — On peut essayer de soustraire un 
peu de liquide & la goutte de sang qui est maintenue entre 
lame et lamelle. Ce procédé assez brutal ne semble cependant 
pas exercer une action proyocatrice évidente. L’exflagellation 
et la fécondation se produisent sur la lame ainsi traitée dans le 
méme temps que sur une lame témoin, c’est-a dire en quatre- 
cing minutes 4 la température de 21-23°. 


Dilution. — Devant le peu d’effet d’une soustraction de 
liquide, nous avons cherché a prendre la question inversement 
et nous avons voulu voir quelle influence pouvait exercer la 
dilution. A cet effet, nous avons utilisé un tube effilé sur 
lequel nous avons marqué d'un index la hauteur du liquide que 
nous aspirions, puis, aprés interposition d’une bulle d’air, 
nous introduisions jusqu’au méme index le liquide que nous 
voulions additionner au premier. Nous soufflions alors le 
tout sur une lame flambée et nous procédions & un mélange 
intime, avant de prélever la quantité qui nous était néces- 
saire pour faire nos observations microscopiques entre lame 
et lamelle. 

Nous avons ainsi mélangé du sang de Padda parasité avec 
du sérum de poule normale ou du sérum humain, la petite 
taille de l’animal ne nous permettant pas l’emploi de son 
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propre sérum. Les résultats de nos observations se trouvent 


consignés dans le tableau ci-dessous. 
FECONDATION 
en minutes 


Sang parasité seul. ........-. 5 
Température ; 21°. 2 Sang parasité-+sérum poule ..... 5 
Sang parasité + sérum humain..... 5 


Comme on le voit, ni Ja dilution, ni la nature du sérum 
n’exercent la moindre influence sur la marche du phénoméne. 

Les préparations conservées nous ont convaincus que la 
fécondation était ultérieurement suivie de la production d’ooci- 
nétes dans les délais ordinaires. 


Densité du milieu en NaCl. — Dans cette expérience, la den- 
sité du milieu restait constante, que se passerait-il si on la fai- 
sait varier? A cet effet, au licu de sérum, on a introduit, avec 
le sang parasité, une égale quantité de solutions de chlorure de 
sodium & des titres divers. Les résultats de nos expériences 
se trouvent condensés dans le tableau ci-dessous. 


Tasieau I. 


NATURE 


Levee : ; RESULTATS 
du liquide ajouté 


Eau distillée Les globules hémolysés liberent les gamétes qui 
se gonflent et éclatent. 

NaCl a 0,45 p. 1400. . .|/Les gamétes se comportent comme dans l'eau 
distillée. 

NaCl a 0,25 p. 100. . .|Gamétes non altérés; la fécondation se produit 
en cing minutes, mais l’exflagellation est génée; 


elle ne s’accomplit que partiellement et irrégu- 
ligrement. Il y a cependant production d’ooci- 
nétes. 

NaCl 40,5 p. 100. . . .|Fécondation en 5 minutes. Oocinétes. 

NaCl aip. 100 .. . .|Fécondation en 6 minutes. Oocinétes. 

NaCl a2p.100 ... .|/Les gamétes s’arrondissent, se libérent, mais 
Vexflagellation ne s’accomplit que difficilement. 
Nous ne l’avons observée que sur un seul 
exemplaire. Ni fécondation, ni vocinétes. 
NaCl a3 p.100 . . . .|/Pas de fécondation. Les gamétes restent inclus 
dans les globules sans changer de forme. 


Ni la soustraction de liquide, ni la dilution du sang n’in- 
fluent sur la rapidité ou l’achévement du phénoméne de la 
fécondation. En revanche, et contrairement a l’opinion que la 
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concentration favoriserait la fécondation, nous voyons que 
l’accroissement de la densité du milieu exerce une action empe- 
chante. Mais cet accroissement doit étre relativement consi- 
dérable. L’addition a parties égales de solutions chlorurées 
comprises entre 2,5 et 10 p. 1.000 n’arréte pas la fécondation, 
ni Ja formation d’oocinétes. 


IV. — L,OXALATE DE K ET LE CITRATE DE Na 
N’EMPECHENT PAS LA FECONDATION 


Pour la suite de notre expérimentation, il nous fallait pou- 
voir conserver du sang pendant un temps assez long sans qu’il 
se coagule. Sans doute, nous avions la ressource de l’extraire 
en tubes paraffinés, et c’est ce que nous avons fait tout d’abord. 
Mais puisqu il existe des procédés plus simples de conserva- 
tion, couramment employés dans les laboratoires, il nous a 
paru nécessaire de vérifier si l’addition d’oxalate de potassium 
ou de citrate de sodium au sang exercait sur les gamétes une 
action facheuse ou génait leurs fonctions. — 


Oxalate de potassium. — Cette substance a été employée en 
solutions a titres divers qui ont été mélangées au sang 4 exa- 
miner en proportions variées. 


40 Soluticn d’oxalate de potassium a 10 p. 100 mélangé a du sang de Padda 
parasité dansla proportion de une partie pour 9 de sang. 

Les gamétes s’arrondissent et se libérent trés tardivement, On ne voit pas 
d'exflagellation, Aprés un premier effort, les gamétes sont paralysés. 


2° Solution A 5 p. 100 mélangée a parties égales avec du sang parasite. 

La formation des gamétes est tardive. Les exemples d’exflagellation sont 
tres rares et trés irréguliers. Les microgamétes peu mobiles ne paraissent 
pas arriver jusqu’é la fécondation des macrogamétes qui jamais n/a été 


observée. 


30 Solution 4 2 p. 100. Mélange a parties égales. Exflagellation trés irrégu- 
ligre, et quisouvent se produit 4 lintérieur du globule rouge non détruit. 
Les microgamétes sont d’ailleurs peu mobiles et les macrogamétes ne sont 


pas fécondés. 
40 Solution 4 1 p. 100. Mélange a parties égales. Dissolution des globules 


rouges. Les gamétes commencent 4 s’arrondir, mais se détruisent peu de 
temps aprés sans qu’il ait été observé trace d’exflagellation. 
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5° Solution a 4 p. 100 dans une solution de chlorure de sodium 40,5 p. 100. 
La fécondation se produit normalement. 


Il faut donc conclure de cette série d’expériences que l’oxa- 
late de potasse en solution faible, mais isotonique, nest pas 
toxique pour les gamdtes, et ne géne pas leur transformation. 


Citrate de sodium. — Le citrate de sodium, tant seul qu’en 
association avec le chlorure de sodium, a fait l’objet d’un grand 
nombre d’essais qui se trouvent résumés dans le tableau ci-joint. 


Citrate de sodium a 15 p. 
Citrate de sodium a 15 p. 
Citrate de sodium a 45 p. 
Citrate de sodium 4 15 p. 
Citrate de sodium a 45 p. 
Citrate de sodium a 15 p. 
Citrate de sodium a 15 p. 
Citrate de sodium a 15 p. 
Citrate de sodium a 15 p. 
Citrate de sodium a 15 p. 
Citrate de sodium a 45 p. 
Citrate de sodium a 15 p. 
Citrate de sodium a 15 p. 


Citrate de sodium a 15 p. 


Citrate de sodium a 15 p. 


Citrate de sodium a 15 p. 1.000 + NaCl 47,5 p. 


Citrate de sodium a 15 p. 
Citrate de sodium a 45 p. 
Citrate de sodium a 15 p. 


WCU 5 os OS ap ot 
1.000 + NaCl 1 p. 
4.000 + NaCl 2 p. 
4.000 + NaCl 3 p. 
4.000 + NaCl 4 p. 
1.000 + NaCl 5 p. 
1.000 + NaCl 6 p. 


1.000 + NaCl 7 p. 
1.000 + NaCl 8 p. 


1.000 + NaCl 9 p. 4.000. 


4.000 + NaCl 410 p. 4.000. 
4.000 + NaCl 14 p. 4.000. 
4.000 + NaCl 12 p. 4.000, 


1.000 + NaCl 43 p. 1.000. 


1.000 + NaCl 15 p. 


1.000 + NaCl 20 p. 
1.000 + NaCl 25 p. 
1.000 + NaCl 30 p. 


4.000. 
4.000. 
1.000. 
1.000. 
1.000. 


Fécondation normale. 
Fécondation normale. 
Fécondation normale. 
Fécondation normale. 
Fécondation normale. 
Fécondation normale. 
Fécondation un peu 
tardée (10 minutes). 
Fécondation un peu re- 
tardée (10 minutes). 
Fécondation un peu re- 
tardée (424 14 minutes). 
Fécondation un peu re- 
tardée (15 minutes). 
Fécondation irréguliére (25 mi- 
nutes). 

Fécondation rare et irré- 
guliére (25 & 30 minutes). 
Néant. Gamétes arrondis 

en 15 a 25 minutes. 
Néant. Gamétes arrondis 

en 15 a 25 minutes. 
Néant en 45 minutes. 
Néant en 45 minutes. 
Néant en 45 minutes. 
Néant en 45 minutes. 
Globules contractés. 


re- 


Le citrate de soude est donc essentiellement maniable et, en 
associalion avec de faibles quantités de chlorure de sodium, 
permet aux phénoménes de gamétogonie de se produire norma- 


lement. 
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V. — CEST LE CO’ DU SANG QUI FREINE LE PHENOMENE 


On sait que le sang perd rapidement, aprés son extraction des 
vaisseaux, le CO? qu’il renferme toujours dans la circulation. 


La fécondation ne se produit pas en présence de CQ°. — 
Puisque ni le refroidissement, ni la concentration, n’inter- 
viennent pour favoriser la déhiscence des gamétes d’Hémato- 
zoaires et la fécondation, il était indiqué de chercher si la clef 
du phénoméne ne se trouvait pas dans les variations de la 
réaction du sang dues au dégagement du CO?. 

Pour vérifier cetle hypothése, nous avons procédé aux expé- 


riences suivantes. 
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Ne 1. — Une goutte de sang de Padda parasité est exposée dans la 
boite que nous avons ci-dessus décrite, 4 un courant {de CO? produit par 
réaction d'une solution d’acide tartrique tombant goutte a goutte dans 
une solution de bicarbonate de soude A l’aide de l’appareil monté comme 
Vindique la figure. Le tube de dégagement du ballon 2 pénétre dans la 
boite. 

Apres avoir maintenu la goutte de sang pendant quelques secondes dans 
une atmosphere chargée de CO?, elle a été recouverte d’une lamelle et lutée 
a la paraffine. 

Ainsi préparé, le sang reste sans changement, les parasites’ gardent leur forme 
en haltére et demeurent indéfiniment immobiles, alors que dans une goutte-lemoin, 
recueillie en méme temps, on assiste a la déhiscence des gamétes et a la féconda- 
tion, 


Ainsi done, il suffit de maintenir le sang sous l’influence de 
CO2 pour empécher la déhiscence des gamétes. Mais si l’on 
laisse CO* se dégager, les résultats changent. 


Elle s'accomplit si l’on écarte la CO?. — Ne 2. — On préléve 
4 cent. cubes de sang’a un pigeon infecté d’Hemoproteus, et on en dispose la 
moitié, 2 cent. cubes, dans un verre a pied contenant 3 cent. cubes de solution 
citratée chlorurée obtenue par dissolution dans un litre d’eau distillée de 
45 grammes de citrate de soude et de 4 grammes de NaCl. Cette portion 
servira de témoin. 

La deuxiéme partie du sang, 2 cent. cubes, est déversée dans un deuxiéme 
verre a pied contenant la méme quantité d’eau chlorurée-citratée dans 
laquelle passe un courant faible et continu de CO’. L’état des gamétes de 
Yun et de l’autre tube a été périodiquement suivi par examens microsco- 
piques, dont voici les résultats. 


Tasieau II. 


EXAMEN 
du contenu du vase a CO2 
aprés exposition 
de la préparation a l’air 


VASE TEMOIN VASE A CO? 


rr 


Gamétes sphériques./Sans changement. 
Exflagellation. Sans changement.|Premier préléyvement. 


Sans changement.|Exftagellation-fécondation. 
Sans changement.|Deuxiéme prélévement. 
Sans changement./Exflagellation-fécondation. 
Sans changement.|Troisiéme prélévement. 
Sans changement.|Gamétes sphériques. 
Sans changement.|Exflagellation-fécondation. 
Sans changement.|Quatriéme préléyement. 
Sans changement.|Gamétes sphériques. 
Sans changement.|Exflagellation-fécondation. 
24 heures apres oocinétes. 
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Voici une autre expérience faite dans les mémes condilions, 
n° 3, 
Tasueau III. 


RE ATS DES EXAMENS 
VASE A CO? ESULTATS DES ] 


des prélévements faits dans le vase exposé a lair 


changement. 
changement. 
changement.| Premier prélévement. Fécondation 4 15 h. 55. 
changement.|Deuxiéme prélévement. Fécondation a 16 h. 22. | 
changement. 
changement.|Troisiéme prélévement. Fécondation & 16 h. 50. | 
changement. 
changement. 
changement.| Ouatri¢me prélévement. Fécondation 3 17h. 10.4 
changement.| Cinquiéme prélévement. Fécondation a 47h. (5. 
changement.|Sixieme prelévement. Fécondation 4 17 h. 35. 
changement. 


Comme lindiquent les deux expériences précédentes, la 
fécondation en l’absence de CO? se produit normalement, mais 
plus le prélévement est tardif, moins il y a de gametes qui se 
mobilisent. 

Ainsi, tandis que les gamétes s’étaient déja arrondis sept 
minutes apres le début de l’expérience et qu'on observait 
huit minutes plus tard l’exflagellation des microgamétocytes 
et Ja fécondation des macrogamétes, ces mémes organismes 
restaient imrhobiles jusqu’a la fin dans le vase & CO*. Quatre 
prises successives faites du début a la fin de l’expérience ont, 
apres exposition a lair, montré que, dés l’expulsion de CO®, 
les gamétes réagissent quoique de plus en plus lentement et 
de plus en plus faiblement. Encore aprés une heure trente de 
contact, les macrogamétes fécondés se transforment en occi- 
nétes. 


/n vitro \'action forte et prolongée du CO? est néfaste. — Aussi 
longtemps que se prolonge |’action de CO’, les gamétes restent 
immobiles, mais sont susceptibles de recouvrer leur activilé 
dés que le gaz se dégage, au moins pendant un temps assez 
long. 


Ne 4. — Dans un tube de 17 millimétres muni 4 moitié de sa hauteur 
(fig. 2) dune tubulure perpendiculaire en communication avec une source 
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de C02, on dispose 3 cent. cubes de solution chlorurée citratée un quart 
d’heure avant d’y ajouter 3 cent. cubes de sang de pigeon parasilé. Le tube 
est fermé des le début de l’expérience par un bouchon de caoutchouc. Apres 
avoir ajouté le sang de pigeon, on maintient quelques minutes la communi- 
cation avec la source de CO? en enlevant le bouchon, puis on l’interrompt 
avec une pince de Mohr et on rebouche. 

3 novembre 1931. — 15 h. : Début de l’expérience. 

16 h. 30: Prélévement de quelques gouttes qui seront 
exposées dans an yerre de montre. 

46 h. 32: Gamétes sphériques rares. = 

46 h. 36: Gamétes sphériques nombreux. 

46 h. 39 : Hxflagellation. 

4 novembre 1931. — 9 h. 30: Prélévement de quelques 
gouties qui sont exposées a lair. A examen, on voit quel- 
ques gamétes arrondis. Mais pendant une heure et demie, 
on ne voit plus aucun changement. Les préparations colo- 
rées montrent que les gamétes sont altérés. 


N° 5. — 3 cent. cubes de sang de pigeon parasité sont 
mélangés dans les mémes conditions que pour |’expérience 
précédente avec 3 cent. cubes de solution chlorurée citratée 

et soumis 4 l’action de CO”. Un préléve- 
i 2 ment est fait toutes les heures. 

<——— G.O 9 heures : Début de l’expérience. 

{0 heures : La fécondation se produit en 
treize minutes. 

41 heures : La fécondation se produit en 


Fic. 2. 


treize minutes. 

42 heures : La fécondation se produit en quinze minutes. 

13 heures: La fécondaltion se produit en vingt-vingt-deux 
minutes. 

44 heures : Fécondation irréguliére en vingt-cing-trente 
minutes. Les microgamétes sont peu mobiles. Un certain 
nombre de gamétes sont déja arrondis, mais, en général, 
dans des globules entiers. 

45 heures: La plupart des gamétes sont arrondis dans 
des globules généralement entiers. Certains d’entre eux 
s'arrondissent sous lceil dans la préparation, mais on 
n’observe pas d’émission de flagelles. 

La préparation est laissée 4 27° pour voir sil va se former 
quelques occinétes. 

18 novembre 1931. — Pas d’occinétes dans la prépara- 
tion. La coloration révéle que les gamettes sont altérés. 


Cette expérience complete la précédente. Elle montre que, 
en atmosphére de CO*, quelques gamétes se conservent vivants 
pendant cing heures, mais la plupart sont morts et ceux qui 
survivent sont peu aptes 4 remplir leurs fonctions. Il était 
done bien naturel de constater la mort de ces organismes apres 
vingt-quatre heures. 
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De cet ensemble d’expériences, nous sommes autorisés A 
conclure que la présence de CO suffit & arréter l’évolution 
des gamétes et la fécondation. Ce réle d’arrét n’est pas sans 
danger pour ces microorganismes qui deviennent de plus en 
plus paresseux et finissent par s’immobiliser définitivement 
apres cing heures, Il est vrai d’ajouter que la quantité de CO: 
est, en ce cas, beaucoup plus considérable que dans le sang. 


VI. — MESURE ET VARIATION DU pH DU SANG 
CHEZ LE PIGEON 


Méthodes de mesure. — Le dégagement de CO? du sang 
entraine un changement de réaction du liquide vital bien 
connu, puisque, dans !a mesure du pH sanguin, on doit prendre 
les précautions les plus soigneuses pour empécher le dégage- 
ment spontané de ce gaz. 

La mesure des variations du pH sanguin était donc indispen- 
sable avant et aprés départ de CO?. 

Pour cet examen, il faut disposer d'une certaine quantilé de 
sang; le Padda, qui meurt dés qu’on lui en a retiré XII a 
XV gouttes, ne pouvait nous permettre cette mesure. On s'est 
servi du sang de poule. 

Le pH a été mesuré au potentiométre dans l’électrode de 
Sannié avec toutes les précautions ordinaires. Le sang de ce 
volatile soustrait 4 l’action de l’air est au pH —=7,3-7,4..., sui- 
vant les individus. L’air agit rapidement pour modifier ce 
chiffre. Alors que le sang d'un méme animal, maintenu & 
labri de lair, est au pH 7,38, il est monté a lair, exposé en 
couche mince dans une boite de Petri, en quatre minutes a 
7,65 et en cing minutes a 7,75. 

Avec le pigeon, nous avons utilisé pour le méme objet la 
méthode colorimétrique et nous nous sommes servis du pro- 
cédé de Cullen [6], modifié par Hawkins [10], avec lequel on 
peut faire une mesure sur 1/241 cent. cube de sang. 

Cette technique ne permet pas d’obtenir en chiffre absolu la 
conceniration en ions H*. Pour connaitre celui-ci, il est néces- 
saire d’y introduire une correction que Cullen a établie par 
comparaison avec les chiffres établis au potentiométre. Les 
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tables ne se rapportent qu’au sang de quelques animaux, le 
cheval, le lapin, le chien et au sang humain. Mais la précision 
est tres suffisante pour nous permettre de mesurer les varia- 
tions du pH dans le sang de nos animaux d’expérience. 

La mesure se fait par mélange de sang avec une solution 
physiologique de composition suivante : 


Chlorure de sodium, en grammes. .......... chet 8 
Oxalate de potassium neutre, en grammes ...... AP 3 
Solution d’indicateur rouge de phénol, en centimétres cubes. 100 
Eau distillée débarrassée de CO* par ébullition et refroidie : 
Quantité suffisante, en centimétres cubes. ....... 4.000 


Ce liquide est ajusté 4 pH = 7,3. 


Le pH du sang du pigeon. — C'est par cette méthode que 
nous avons reconnu le taux du pH dans le sang des pigeons 
normaux et des pigeons infectés. 


PIGEONS PIGEONS 
normaux infectés. 
POLE Gs puss” 5, do el) 8 Zena weg Eek cit ecm ne ae 1,42 7,38 
DH ets a eee Ata See ae Weer? 1,36 
OU eo Os ig «Maas oe eRe et ee Talis) Hears 
DEL) COGS) ATS See ee oie, ie ge ar ae ee 1,29 
PE cee) pape eg heir ous be rae ela ee eee 7,38 
(js MMLC PA aN Ey cs eRe Uo a vosdey Geog Tigo 


Si l'on écarte le résultat obtenu chez le troisiéme de nos. 
pigeons normaux, résultat qui peut dépendre d’une erreur 
d’expérience, on voit que les chiffres varient peu et restent en 
moyenne 7,34-7,35. 

S’il est possible de modifier le pH pathologique du sang, il 
est au contraire trés difficile d’intervenir efficacement pour 
élever ou abaisser le pH normal. 


Limites du H favorable. — Nous nous sommes alors préoc- 
cupés de chercher quelles sont les limites de variation minima 
du pH susceptibles de permettre ou d’empécher le déclenche- 
ment du phénoméne primordial de Ja gamétogonie. 


Avec une solution de HCl a 1 p. 1.000, ‘on ajuste de l'eau physiologique 
oxalatée de lelle fagon qu’en addilionnant, a 5 cent. cubes de eelle-ci, 4/2 cent. 
cube de sang, on obtienne |quun pH du mélange=7,3 se maintienne au 
moins pendant quinze minutcs. Cette opération exige un certain tatonne- 
ment, mais est en définitive assez facile A réussir. 
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Nous avons constaté dans deux expériences que, méme aprés une demi- 
heure, il n’y avait dans ce mélange aucune manifestation annoncant la 
fécondation. La premiére fois le pH A ce moment était = 7,31, la deuxiéme 
=7/-30% 


Nous pouvons done dire qu’a pIl 7,36 les gamétes restent 
immobiles dans les globules qui les contiennent. II fallait 
déterminer maintenant le pH minimum favorable au déclen- 
chement du mouvement. 


4/2 cent. cube du sang d’un pigeon parasité dont le pH sanguin = 7,32 est 
mélangé avec 5 cent. cubes d’eau physiologique dont la composition est 
donnée ci-dessus. Le tout a été exposé a l’air dans un verre a pied stérile. 
Des que les gamétes commencent a prendre la forme sphérique, le liquide 
est recouvert d’huile de vaseline pour arréter le dégagement de CO?. Les 
phénoménes d’exflagellation se montrent au bout de vingt-cing minutes. A ce 
moment, on détermine le pH du mélange. Une premiére expérience a donné 
pH =7,57, une deuxiéme pH = 7,55 et une troisiéme pH = 7,59. 


Nous pouvons donc, avec peu de chances d’erreur, considérer 
que pH =7,55 représente l’alcalinité minima du sang qui per- 
mette l’émission des microgamétes. 


Le pH du sang est trés stable. — Sur des animaux soumis & 
la respiration artificielle précipitée, Dale et Evans [7] sont 
parvenus, par injection intraveineuse de bicarbonate de soude, 
a élever le pH jusqu’a 7,97 et en y ajoutant l’effet du sommeil 
provoqué par l’uréthane, a 9,00. 

Dans l’espoir de provoquer la production des phénoménes de 
fécondation dans le torrent circulatoire, nous avons essayé 
Yinjection de carbonate de soude en solution 42 p. 100 sans 
Yaccompagner de la respiration artificielle qui etit exigé un 
outillage dont nous ne disposions pas. 


Dans ce but, a trois pigeons nous avons injecté dans les veines une solu- 
tion a 2 p. 100 de carbonate de soude dans l'eau distillée, a la dose de 
5 cent. cubes pour les pigeons 4 el 2, de 2 cent. cubes pour le troisiéme. La 
mesure du pH nous a donné les chiffres suivants : 


PIGEON 4 PIGEON 2 PIGEON 3 


NVOUt IMTOCtOUWe ia tes as) euler =as Uo? 7,29 7,38 
Sminutesiapres . 3. 5. 6 1 ee 7,42 1,41 7,42 
SE} Temes! GG o 6 ag of 6G OG 1,41 7,45 7,43 
USHA GRITS oc Gago ca 6 d9G oc Tipoyt Hoel eae 

1,36 


3 heures apréS.....+-++.+0-s 7,32 Mort. 
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Linjection d'un liquide alcalin méme aussi alcalin que le 
carbonate de soude n’entraine donc que des changements insi- 
gnifiants dans le pH du sang. 


Le borate de soude nexcite pas la schizogonie. — Verain 
et Chaumette [21], dans leur excellent petit livre sur le pH en 
biologie, conseillent, pour corriger l’acidose, l'emploi du borate 
de soude par injection intraveineuse. Nous avons.voulu savoir 
si ce sel ne nous donnerait pas un résultat meilleur que le car- 
bonate de soude. 


Un pigeon parasité recoit 2 cent. cubes d'une solution de borate de soude 
A 6 p. 100 dans la veine del’aile. Le sang est examiné toutes les cing minutes 
pour vérifier l'état des gamétes. L’expérience commence a 45 h. 25. 

A 15 h. 30, aucun changement. 

A 15h. 35, aucun changement. 

A15 h. 40, le nombre des parasites semble avoir diminué. 

A 15 h. 45, parasites en nombre a peu prés égal. 

A 15h. 50, parasites en nombre a peu prés égal. 

A 15h. 55, parasites en nombre a peu prés égal. 

A 16 h. 5, parasites en nombre a peu prés égal. 

A 16h. 15, parasites en nombre a peu prés égal. 

A 16 h. 30, parasites en nombre a peu prés égal. 

A 17 heures, parasites en nombre a peu prés égal. 


Trois jours plus tard, le nombre des parasites a manifeste- 
ment augmenté, on peut en compter deux ou trois petits et 
arrondis dans un méme globule, comme au début de l'infection. 

Pour vérifier d’aussi prés que possible la réalité de cette 
observation, nous avons décidé de compter les parasites con- 
tenus dans un méme champ du microscope avant ou apres 
Vinjection de borate de soude. 


Le méme pigeon était porteur de parasites dans la proportion de 7,3 par 
champ en préparation colorée. On lui injecte dans la veine 2 cent. cubes de 
borate de soude a5 p. 400. 


Une demi-heure aprés, le comptage des parasites donne le chiffre par 
champ de 6,3. 

Les frottis prélevés une demi-heure, une heure, trois heures et cing 
heures plus tard fournissent le méme tableau. 


Nous ne pouvons donc attribuer au borate de soude les chan- 
gements qui se sont produits lors de la premiére observation et 


il nous faut les rapporter a une raison?inconnue et contempo- 
raine. 
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Au total, toutes nos tentatives de modifier le pH assez pro- 
fondément pour provoquer la fécondation in vivo ont échoué et 
seraient peut-étre & reprendre ultérieurement avec un outillage 
qui permette l’emploi du procédé de Dale et Evans. 


VII. — CEST L’ACIDITE DE CO* QUI AGIT 


HCl agit comme C0O*. — Nous n’avons pas encore déterminé 
action de CO?. Ce gaz agit-il par simple action de présence, 
en vertu d'une qualité spéciale empéchant la transformation 
des gamétes, ou intervient-il par l’acidité qu'il confére au sang? 

Pour sen rendre compte, il convenait de faire intervenir une 
autre substance jouissant de propriétés acides, tel que HCl par 
exemple. 


En ajoutant a du sang parasité une quantité égale d'un liquide de Tyrode 
renfermant @ gr. 9 de carbonate de soude et 1 cent. cube d’acide chlorhy- 
drique a 39° Baumé, titrant pH = 6,6, on obtient un mélange qui titre pH =7,6. 


La fécondation ‘des macrogamétes s’'accomplit normalement 
et la formation des oocinétes lui succéde. 

Il résulte de cette expérience préliminaire que l’addition de 
liquide de Tyrode convenablement ajusté n’exerce aucune action 
facheuse et peut sans inconvénient étre utilisé dans le but que 
nous nous proposons. 


Si on ajoute une quantité d'un Tyrode plus acide renfermant 2 cent. cubes 
d’acide chlorhydrique au lieu d’un, aI goutte de sang de padda infecté d’Hamo- 
proteus, laissée a l'air péndant environ cing minutes pour permettre au CO’ 
de se dégager, on a ramené le mélange au pH = 7,2. 


Dans ces conditions, le phénoméne de la fécondation est 
totalement arrété. 

Restait & voir si, au lieu d’un arrét, celte addition de liquide 
acide n’avait pas amené la mort des hématozoaires. 


Pour s’en assurer on a, au bout de quinze minutes, neutralisé le mélange 
4 l'aide d’une solution de bicarbonate de soude a 2 p. 100. Un mouvement 
s'est produit dans la préparation, les gamétes se sont arrondis et ont fait 
éclater les globules dans lesquels ils étaient cuntenus. Mais tout s’est arréteé 
1A et il ne s’est produit aucune exflagellation de microgamétocytes, 
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C’était 14 une preuve que le liquide acide n’avait pas tué les 
microorganismes parasilés et une indication que, sans doute, 
le liquide de neutralisation agissait trop brutalement. 

Puisque le liquide de Tyrode acide était bien supporté, il 
convenait d’essayer de le neutraliser par un liquide de Tyrode 
alcalin. 


I goutte de liquide de Tyrode de pH =3,66 ajoutée a du sang de padda 
débarrassé de CO? raméne le mélange au pH = 6,13. Dan’ ces conditions, 
comme dans l’expérience précédente, aucun phénoméne de fécondation ne se 
produit. 

Un liquide de Tyrode alcalin remonte le mélange au pH =7,6. Les gamétes, 
précédemment immobilisés, se mettent en mouvement et la fécondation se 
passe normalement jusqu’a la formation des oocinétes. 


Une série d’observations successives nous a montré que ces 
gamétes si sensibles aux acides, quis’immobilisent 4 pH =7,3, 
accomplissent leurs fonctions trés réguligrement a partir de 
pH—T,6 et continuent & se comporter encore de méme 4 
pu==9,0. 

I] résulte donc de cet ensemble d’observations et d’expé- 
riences que CO? agit dans le sang en vertu de sa fonction 
acide et non pas, comme on aurait pu le penser, en vertu de 
qualités spéciales. 


VIIl. — INFLUENCE DE L’OXYGENE 


Suivant R. Ross et Claus la fécondation exige, pour se pro- 
duire, la présence de l’oxygéne de l’air. En l’absence de ce gaz 
le phénoméne est arrété. 

Nous avons essayé de vérifier cette assertion pour H. co- 
lumbe. Tout d’abord, nous avons recherché dans quel ‘temps 
minimum se produit l’exflagellation. 


Temps minimum exigé pour l’exflagellation. — A cet effet, 
nous avons a nombreuses reprises observé le moment précis 
ou nous sont apparues les différentes phases du phénoméne. 
Voici le résultat de trois de ces examens comme exemples : 
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Une goutte de sang de pigeon infecté est, immédiatement apres la prise, 
recouverte d'une lamelle et placée sur la platine du microscope. Tempéra- 
ture = 21°, 


i) 2 3 
Heure du premier examen........ 416,10 16,25 16,43 
Heure de la libération des gamétes. . . 16,14 16,23 46,47 
dleunevee Lextiagellations wesc is eke dIG=AGh 16,34 16,54 


On voit que l’exflagellation se produit en six et huit minutes, 
autant que peut permettre de l’établir un examen attentif qui, 
évidemment, ne peut porter 4 la fois sur tous les gaméates. 
Cependant, un ceil exercé saisit trés vile, sur une grande sur- 
face, quels sont ceux de ces corps dont l’agitation des grains de 
pigment annonce la sortie prochaine des microgamétes. En 
fixant son attention sur un de ceux ov l'agitation est plus 
marquée, on ne tarde pas a voir fouetter les flagelles. 


La fécondation se produit sous lamelle bordée. — Contraire- 
ment a l’opinion de Ross et Claus, nous avons reconnu que la 
fécondation se produit sous une lamelle bordée aprés le temps 


5 


nécessaire & une premiére observation, et il se forme des ooci- 
nétes qu'on met en évidence par la coloration. 


Le remplacement de l’air par H ne l'empéche pas. — Par 
comparaison, on observe ce qui se passe en atmosphére d hydro- 
gene aprés action du vide. 


A 3 cent. cubes d’eau physiologique citratée, préalablement bouillie et 
rapidement refroidie, dans un tube préparé pour y faire le vide, on ajoute 
3 cent. cubes de sang de pigeon infecté. On fait le vide sous une dépression 
de 72 centimétres et on ouvre sur l’hydrogéene. La méme opération est 
répétée a plusieurs reprises. Le tout dure deux minutes et demie. On laisse 
le tube dans latmosphére dhydrogéne jusqu’a la dixiéme minute. A ce 
moment, on fait un prélévement et l’examen microscopique permet de voir 
que déja les microgamétes se sont libérés. On voit encore quelques 
gamétes avec deux ou trois flagelles trés mobiles. 

Une deuxiéme expérience faite dans les mémes conditions donne les 
mémes résultats en cing-six minutes. Vingt-deux heures plus tard, il y a 
des oocinétes piriformes que la coloration met en parfaite évidence. 


L’extraction de l’hydrogéne et son remplacement par de 
Vhydrogéne non seulement n’arréte pas la fécondation, mais 
n’en ralentit méme pas la course. Il est vrai que |’extraction 
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de l’oxygene est forcément incompléte et l’on peut penser qu'il 
en reste toujours assez pour que les gamétes se mobilisent. 


Le gaz d’éclairage ne l’arréte pas surement. — Nous avons 
pensé obtenir un résullat plus net en profitant du pouvoir remar- 
quable de déplacement de l’oxygéne par l’oxyde de carbone et 


xX 


nous ayons soumis du sang parasité & l’action du gaz d’éclai- 
rage. 


. 
> 


Dans deux verres 4 pied, on dispose une méme proportion, 3 cent. cubes, 
d'eau physiologique citratée a raison de 4 grammes de NaClet de 15 grammes 
de citrate de soude pour 1.000, mélange dont nous avons reconnu plus haut 
les propriétés inoffensives. A chacun d’eux on ajoute 3 cent. cubes de sang 
de pigeon parasité. L’un reste comme témoin. Dans le second on fait passer 
un courant de gaz d’éclairage. La température, au moment de l’expérience, 
est + 16°. 

Tasieau LY. 


VASE TEMOIN 


Commencement de lexpérience. 


Pas de changement. Pas de changement. 

Gamétes arrondis. Gamétes arrondis. 

Gamétes arrondis. Gameétes arrondis. 

Microgamétes rares. Gamétes arrondis. 
Microgamétes et fécondation. |Microgamétes rares et peu mobiles 


Il résulte de cette expérience que la transformation des 
gamétes a commencé en méme temps dans les deux vases, 
mais que la suite du phénoméne s’est poursuivie trés inégale- 
ment dans l'un et dans l'autre. Sous linfluence du gaz d’éclai- 
rage, la transformation des macrogamétes s'est arrélée. 

Chose curieuse, il arrive cependant que se maintienne l’acti- 
vité des macrogamétes. C'est ce que nous voyons dans l’expé- 
rience suivante conduite a peu prés dans les mémes conditions, 
sauf que le courant de gaz a été introduit dans le vase avant 
d’y ajouter le sang parasilé (voir tableau V). 

Nous voyons ici la fécondation se poursuivre jusqu’&é son 
terme normal dans les deux vases, mais trés faiblement dans 
le vase ob le gaz s'est dégagé. 

Kt voici qu'une expérience faiie exactement sur le méme 
type, mais 4 39°, nous permet d’observer que le phénoméne se 
passe d’une facon identique dans les deux vases. La raison en 
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TasLeau V. 


HEURES VASE TEMOIN VASE A GAZ b’ECLAIRAGE 


—eGV"_e—ooooo— 


17,30 |Commencement de l’expérience. 
17,35 |Gamétes arrondis. Gamétes arrondis. 
47,38 |Microgamétes et fécondation. |Microgamétes et fécondation. On 


arréte le courant a 17h. 45. 
_ Le sang des deux vases est conservé a la température du laboratoire a 
Vobscurité. 


Aprés 24 |Oocinétes. Commencement de Ja formation 
des oocinétes, d’ailleurs plutot 
rares. 


est que l’action CO a été trés courte, en raison de la rapidité 
de production du phénoméne & cette température, et n’a duré 
que deux-trois minutes au bout desqueiles on a vu la féconda- 
tion se produire normalement. 


CO? en présence de CO est un frein insuffisant. — Le CO se 
fixant énergiquement sur l’hémoglobine et, & condition d’agir 
pendant un temps court, n’exercant que peu d’influence sur 
le cours des phénoménes de fécondation, il était permis de 
se demander si le gaz d’éclairage n’était pas susceptible de 
contrarier le freinage de CO*. C’est pour essayer d’élucider ce 
point particulier qu’ont été congues les deux expériences sui- 
vantes : 

Dans deux verres, dont l’un servant de témoin, on dispose du sang de 
pigeon parasité, 3 cent. cubes pour chacun, en présence d’eau physiologique 


citratée. Dans le deuxiéme, on fait passer un courant de gaz d’éclairage et 


de CO. 
TasLeEau VI. 


HEURES VASE TEMOIN VASE D' EXPERIENCE 


eel 


441,45 . .|Commencement de Iexpérience. 
41,50 . .|Gamétes arrondis. ' Pas de changement. 

41,53 . .|Microgamétes et fécondation.|Quelques gamétes arrondis. 
12,07 . .|Microgameétes et fécondation.|Microgameétes  incomplitement exfla- 


gellés encore fixés au micro- 
gamétocyte. 

12,15 . .|Microgamétes et fécondation.|Arrét de CO et CO*. Gamétes 
arrondis rares. 

42,23 . .|Microgamétes et fécondation.|Pas de changement. 

12,40 . .|Microgamétes et fécondation./Pas de changement. 


42,50 . .|Microgametes et fécondation.|Pas de changement. 
48 plus tard.) Oocinetes. Pas d’oocinétes. 
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L’action de CO mainienue vingt minutes semble trop forte, 
pour aller plus vite on éléve la température du milieu 
jusqu’a 41°. 

Tasiesu VII. 


HEURES TEMOIN CO + CO? A L’AIR 

16,35 . ,|Commencement de l’expérience. wae 

16,37 . .|Gamétes et fécondation. 0 On extrait Il gouttes en 
verre de montre. 

16,40 . .{Gamétes et fécondation. 0 0 

16,47 . .|Gamétes et fécondation. U 0 

16,53 . .|Gamétes et fécondation. 0 OQuelques gamétes arrondis. 

17,03 . .|Gamétes et fécondation. 0 Microgamétes et féconda- 
tion. 

48 plus tard.) Oocinétes. Pas d’oocinétes. 


Nous voyons que les choses se passent comme nous l’avions 
supposé. L’influence facheuse du gaz d’éclairage n’est pas 
niable, mais ce gaz, 4 condition qu il agisse un temps assez 
court, permet 4 lexflagellation, il est vrai incompléte, de 
s’accomplir méme en présence de CO*. Par son pouvoir de 
fixation énergique d’une part, il constitue un écran entre le 
gaz d’arrét et le globule renfermant le parasile, et, d’autre 
part, par mélange avec CU’, il ne permet pas toujours au 
pH de sabaisser au niveau qui maintient l’immobilité des 
gamétes. 


IX. — INFLUENCE DES REMEDES ANTIPALUSTRES 


Les fréres Sergent |20] ont depuis longtemps fait connaitre 
le pouvoir microbicide de la quinine vis-a-vis des parasites des 
oiseaux. D’autre part, Warrington Yorke et Macfie [23] et 
plus récemment S. P. James [44] ont observé que la quinine 
ne semble pas active contre les sporozoites. 

Ce dernier auteur a reconnu, au contraire, que la plasmo- 
quine était douée d'une remarquable toxicité pour les parasites 
fusiformes provenant du moustique. Les fréres Sergent ont fait 
la méme observation & propos d’un produit fabriqué par notre 
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collégue Fourneau et désigné par lui sous le n° 710. La formule 
de ce corps peut s'écrire comme suit. 


CHFO 
oN 


INL 
NH N 


Nous avons recherché si, vis-’-vis du processus de {éconda- 
tion, les mémes produits jouissent d’un pouvoir quelconque. 


A cet égard, nous avons procédé & un certain nombre d expé- 
riences. 


Chlorhydrate de quinine. — La solution de quinine est pré- 
parée dans l'eau physiologique citratée qui nous a servi pour 
nos autres expériences. Pour chaque expérience, une certaine 
quantité de sang de pigeon a été additionnée d’une quantité 
égale de solution. Le titre des deux solutions réunies était le 
suivant : 


Solution 40,000.01. . . Fécondation. Oocinétes. 

Solution a 0,000.05. . . Fécondation. Oocinétes, 

Solution 4 0,000.1. . . Fécondation. Pas d’oocinetes. 

Solution 40,005 ... . Exflagellation. Pas de fécondation. Pas d’oocinétes. 

Solution 4 0,003 . . . . Exflagellation rare et incomplete. Pas d’oocinétes. 
Arrét rapide des microgamétes. 

Solution a20,00i .... Gamétes s’arrondissent et tout Pas doocinétes. 
s’arréte. 


Celte expérience nous montre que les phénomenes de la 
fécondation sont scindés par le produit toxique. Les stades 
ultimes sont arrétés les premiers et les autres se suspendent 
successivement, jusqu’au premier; l’arrondissement des 
gameétes persiste encore avec une solution a 1 p. 1.900. 


Plasmoquine et 710 Fourneau. — La plasmoquine se présente 
sous l’étiquette de plasmoguine simple « N-diethylaminopenty|- 
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8-amino-6-metoxyquinoléine » et de plasmoquine composée qui 
est le méme produit additionné de chlorhydrate de quinine dans 
la proportion de 0 gr. 60 de celui-ci pour 0 gr. 02 de plasmo- 


quine. 


Le produit n° 710 de notre collague Fourneau est sensible- 
ment le méme dans lequel le pentyl est remplacé par le propyl. 
Les résultats sont les suivants : 


Re EF Se SEAR ES SE SARS ESSE SA ERIC URE? EE RE SES TS SS DE ET SE ESS SS CES 


TasLeaAu VIII. 


DILUTION PLASMOQUINE PLASMOQUINE COMPOSEE 710 

1/1.000 0 0 0 

1/2.000 0 0 0 

1/%.000 0 0 0 

4/4.000 0 0 Gamétes arrondis. 

1/5.000 Gameétes arrondis. Fécondation trés irré- 

guliere. 

4/6.000 Fécondation irréguliére|lécondation trés irré-| Fécondation trés irré- 
et tardive. guliére. guliére. 

1/7.500 Fécondation irréguliére| Fécondation trés irré-| Fécondation trés irré- 
et tardive. guliére. guliére. 

4/10.000 |Fécondation irréguliére| Fécondation trés irré-|Fécondation presque 
et tardive. guliére. normale. 

1/20.090 |Fécondation normale. |Fécondation normale.|Fécondation normale. 

1/40.000 |Fécondation normale. |Fécondation normale.|Fécondation normale. 

1/100.000 |Oocinétes rares. Oocinétes rares. Oocinétes nombreux. 

1/200.000 |Oocinétes nombreux. |Oocinéles rares. Oocinétes nombreux. 

1/500.000 |Oocinétes nombreux. 


Nous voyons en somme par le tableau précédent que l’action 


sur les phénoménes de {écondation des trois produits plasmo- 
quine simple, plasmoquine composée et 710 Fourneau, est 
sensiblement la méme. II faut arriver jusqu’a une dilution de 
4 /200.000 pour que ceux-ci se comportent normalement. 


CONCLUSIONS 


Des recherches qui viennent d’étre exposées nous pouvons 
conclure : 

1° La fécondation d’H. orizivore s’accomplit de 13° a 43°, la 
température optima étant 36°. 


2° Les oocinétes se forment bien & 20-23°. Ils dégénérent 
paws 
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3° La concentration du liquide n’est, pas plus que le refroi- 
dissement, l’agent moteur de la fécondation. L’addition de 
chlorure de sodium en solutions trés faibles ou trés fortes est 
un agent d’arrét. Cependant une concentration de 1 p. 100 
napporte aucune géne; 

4° L’oxalate de potassium et le citrate de sodium en solution 
dans l'eau physiologique permettent la fécondation régulidre 
dans le sang conservé non coagulé. Les doses optima sont 
1 p. 100 d’oxalate, 1,5 p. 100 de citrate dans l’eau physiolo- 
gique 20,5 p. 100 de NaCl; 

5° C'est le CO? du sang qui est l'agent freinateur. La fécon- 
dation se met en route quand CO® se dégage, & condition que 
action de ce gaz n’ait pas été trop longtemps prolongée ; 

6° Le dégagement de CO? fait passer le pH sanguin de 7,38 
a 7,75 en cing minutes; 

7° Le pH sanguin normal du pigeon est 7,34-7,35; a ce titre 
la fécondation est suspendue; a 7,55 elle se produit; 

8° L’injection de solutions alcalines ne modifie que trés peu 
le pt sanguin; 

9° Le CO? n’agif que par l’abaissement et le maintien du 
taux du pH sanguin ; 

10° On peut exercer la méme action avec d’autres acides; 

11° La fécondation se produit en labsence relative d’oxygéne 
et dans une atmosphére d’bydrogéne; 

12° Le gaz d’éclairage par son affinité pour l’hémoglobine 
chasse l’oxygéne. Sil’action en est courte, elle n’apporte aucune 
entrave 4 la fécondation, si elle se prolonge la fécondation est 
sinon totalement arrétée, au moins génée et s'arréte en route; 

43° Le chlorhydrate de quinine arréte la fécondation a 
1/410.000 et l'interdit presque totalement a 1/1.000. 

14° La plasmoquine et le 710 Fourneau arrétent également 
la fécondation & 1/10.000 et Vinterdisent 4 1/4.000. 
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SUR L’IMMUNISATION PASSIVE CONTRE LE TETANOS 
PAR LA VOIE CUTANEE 


par Acuitte URBAIN. 


L‘immunisation passive contre le tétanos par la voie cutanée 
a été envisagée dés 1903 par A. Calmette (1). A l'aide de ciseaux, 
il pratiquait chez le cobaye, sur le dos ou & la cuisse, une plaie 
pénétrante, en boutonniére, intéressant toute l’épaisseur du 
derme; il la saupoudrait de poussiére de balayage, mélangée 
avec un peu de terre et copieusement imprégnée de spores téta- 
niques. Alors que les cobayes témoins succombaient tous au 
tétanos, les animaux chez lesquels les plaies, légérement avi- 
vées, étaient saupoudrées de sérum antitétanique sec survi- 
vaient tous. 

Plus récemment, Besredka et Nakagawa [1927] (2), dans un 
ordre d’idées différent, notamment pour étendre le principe de 
la vaccination locale 4 l’immunité passive, ont entrepris des 
recherches sur la toxine et l’antitoxine tétaniques. Se basant sur 
les résultats de Ja vaccinothérapie locale, obtenus avec le sta- 
phylocoque et le streptocoque, ces auteurs se sont demandé si 
vis-a-vis des microbes toxigénes et leur toxine il n’y aurait pas 
un mécanisme de défense locale comparable. Leurs recherches 
ont porlé sur la toxine tétanique. Ils ont constaté que le sérum 
antitétanique, appliqué sur la peau rasée, vingt-quatre heures 
avant la toxine, préserve le cobaye contre les accidents toxi- 
ques. Appliqué, une a trois heures, aprés la toxine, le panse- 
ment antitétanique protége contre le tétanos mortel, sans empé- 
cher quelquefois des troubles tétaniques passagers. Employé 
en pansement, sous forme liquide, le sérum agit surtout sur la 
toxine tétauique se trouvant dans l’aire du pansement, c’est-a- 
dire, localemeut; sous forme de creme, le sérum peut agir, en 
plus, sur la toxine injectée a distance. En aucun cas, le sérum 


(4) C. R. Acad. Sciences, 136, 11 mai 1903, p. 1150. 
(2) Ces Annales, juin 1927, p. 607. 
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employé en pansement ne peut provoquer des accidents ana- 
phylactiques. ' 

Nous basant sur ces travaux, nous avons entrepris un certain 
nombre de recherches dans le but de préciser les taux de sérum 
anlitétanique & incorporer dans le mélange de lanoline-vaseline 
pour préserver strement le cobaye contre le tétanos expéri- 
mental. 

Dans une premiere série d’expériences, nous avons utilisé la 
toxine tétanique; dans une deuxiéme série, les spores tétaniques 
associées & des staphylocoques. 

Toutes nos recherches ont été effectuées sur des cobayes, 
avec une créme constituée par le mélange : vaseline : 1 partie, 
lanoline : 3 parties, auquel il était addiltionné du sérum anti- 
télanique purifié renfermant 3.000 unités antitoxiques interna- 
tionales par 10 cent. cubes; a des taux variables (2,5; 5; 10 ou 
15 p. 20). Cette creme était appliquée, en pansement, durant 
dix-huit heures, sur la peau du ventre préalablement rasée et 
légérement scarifiée. 


PREMIERE EXPERIENCE. — Elle a porté sur 20 cobayes; 4 ont été pansés a la 
créme contenant 2,5 p. 20 de sérum antilétanique; 4 avec la creme a 5 p. 20; 
4 avec lacreme a 15 p. 20; les 4 derniers (témoins) ont simplement recu le 
mélange lanoline + vaseline, sans sérum. Le lendemain, les pansements ont 
été enlevés et l’on injecta 4 tous les cobayes, sous la peau du ventre, une 
dose mortelle de toxine tétanique (1/80.000 de centimétre cube d'une toxine 
provoquant & 1/100.000 des accidents tétaniques locaux souvent mortels). 

Trois jours aprés, les 4 témoins et les 4 cobayes traités avec la méme 
créme 4 2,5 p. 20 de sérum présentent de la raideur accusée des membres 
postérieurs; mis sur le dos, ils ont de la peine 4 se relever. Les symplomes 
tétaniques s’aggravent les jours suivants, avec plus de rapidité chez les 
témoins. Tous les témoins meurent (en six-sept jours); des animaux pansés, 
2 succombent en dix jours; i en treize jours; 1 autre se rétablit. 

Les animaux traités avec des crémes a 5, 10 et 15 p. 20 ne présentent aucun 
signe de tétanos. 


Cette expérience montre donc que les cobayes soumis & I’ae- 
tion d'une créme antitétanique renfermant au moins 5 p. 20 de 
sérum antitétanique purifié résistent & Vinjection de la toxine 
tétanique pratiquée le lendemain. 


DEUXIEME EXPERIENCE. — Seize cobayes recoivent le 10 décembre un pansement 
a la creme renfermant 15 p. 20 de sérum antitétanique; le lendemain, 4 sont 
éprouvés, sous la peau de ventre, avec 1/10.000 de centimétre cube de toxine 
tétanique; 4 avec 1/20.000; 4 avec 1/40.000; 4 avec 1/80.000 de la méme toxine. 
4 cobayes témoins recoivent aussi 1/80.000 de toxine tétanique. 
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Les 4 cobayes qui ont recu 1/10.000 de toxine présentent de la raideur le 
13 décembre; celle-ci s’accentue les jours suivants; 2 ineurent le 20; 4 autre 
le 23; le quatriéme se rétablit. 

Sur les 4 cobayes éprouvés avec 1/20.000 de centimétre cube de toxine téta- 
nique 4 seul présente de la raideur passagére le 14 et le 15 décembre. 

Les cobayes ayant recu 1/40.000 ou 1/80.000 de toxine n'ont rien présenté 
danormal. 

Les cobayes témoins ont tous présenté de la raideur tétanique les 13 et 
14 décembre; ils ont succombé le 19 et 20 décembre & l'intoxication téta- 
nique. 


Cetle expérience confirme la précédente; en plus, elle sou- 
ligne ce fait : les cobayes qui recoivent un pansement antité- 
tanique ne résistent qu’a 3 4 4 doses mortelles de toxine téta- 
nique. 


TROISIEME EXPERIENCE. — Cette troisitme expérience a porté sur 10 cobayes, 
4 ont été pansés avec une créme renfermanlt 15 p. 20 de sérum antilétanique; 
4 autres ont été traités avec une créme contenant 15 p. 20 de sérum anti- 
diphtérique ; les 2 derniers n’ont pas été pansés. Tous ces animaux ont recu 
le lendemain 1/60.000 de centimétre cube de toxine tétanique sous la peau du 
ventre; quatre jours plus tard, les 2 témoins et ies 4 cobayes ayant été traités 
par le sérum antidiphtérique, présentent de la raideur; celle-ci s’accentu 
les jours suivants; tous les animaux meurent en dix a quatorze jours de 
tétanos. 

Les 4 cobayes pansés au sérum antitétanique n’ont rien présenté d’anormale 


Ces résultats sont donc une nouvelle confirmation des expé- 
riences précédentes : alors que la créme 4 l’antitoxine téta- 
nique protége les cobayes contre l’injection de toxine tétanique, 
application d’un pansement au sérum antidiphtérique resle 
sans action. 


QUATRIEME EXPERIENCE. — Vingt cobayes sont inoculés sous la peau du ventre 
avec 1/60.000 de centimétre cube de toxine tétanique. 

Des pansements avec une creme renfermant 15 p. 20 de sérum antiléta- 
nique sont appliqués sur le ventre des cobayes, une heure, trois heures, six 
heures, douze heures, aprés la toxine. 

L’expérience a été conduite de la fagon suivante : 

25 novembre 1934. — Lot 1 : 4 cobayes (n°s 30, 34, 32, 33) sont pansés une 
heure apres injection de la toxine tétanique. 

Lot 2 : 4 cobayes (n°® 34, 35, 36, 37) sont pansés trois heures aprés l'injec- 
tion de la toxine. 

Lot 3: 4 cobayes (n° 37, 38, 39, 40) sont pansés six heures aprés l’injection 
de la toxine tétanique. 

Lot 4 : 4 cobayes (n° 41, 42, 43, 44) sont traités douze heures aprés l’injec 


tion de la toxine. 
Lot 8 : 4 cobayes (n°s 45, 46, 47, 48) ne recoivent aucun pansement. 
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Les résultats obtenus ont été les suivants : 2 cobayes (n® 45 et 37) sont 
morts d’infection secondaire au cours de l’expérience. 

Les cobayes des lots 1 et 2, c’est-A-dire ceux pansés une et trois heures 
aprés l’administration de la toxine, sont restés indemnes; les animaux des 
lots 3, 4 et 5 ont présenté dés le quatriéme jour (29 novembre) de la raideur 
accusée; ces signes s’accentuent rapidement; tous les animanx succombent 
au tétanos en douze & quinze jours, Al’exception du cobaye n° 38 qui se 
rétablit. 


Il ressort done de cette expérience que le pansement a la 
créme antitétanique, comme l’ont constaté Besredka et Naka- 
gawa, exerce un certain effet curatif lorsqu’il est appliqué trois 
heures apres l’injection de la toxine. Aprés six heures son action 
est nulle. 


Dans une deuxiéme série d’expériences, nous avons substitué, 
a la toxine tétanique, des spores tétaniques additionnées d’une 
émulsion épaisse de staphylocoques. A cet effet, 10 cent. cubes 
dune culture de bacilles tétaniques, en bouillon, agée de six 
jours, sont centrifugés. On décante le liquide surnageant et on 
le remplace par une quantité égale d’eau physiologique. On 
secoue énergiquement, on centrifuge & nouveau, on rejette le 
liquide surnageant et on le remplace par un égal volume 
d’eau physiologique. Cette opération est renouvelée deux ou 
trois fois. Aprés la derniére décantation, le culot oblenu est 
émulsionné dans 10 cent. cubes d’eau physiologique. A cette 
émulsion de spores tétaniques, on ajoute 20 cent. cubes d'une 
culture abondante de staphylocoques en bouillon. C'est ce 
mélange de spores tétaniques, ainsi débarrassées, par lavage, 
de toxine, qui est utilisé. Nous avons recherché si la creme au 
sérum antitétanique était susceptible de protéger le cobaye 
contre inoculation de ce mélange, au méme titre qu'elle le 
préserve contre l'injection de toxine tétanique. 


Cinqutiwe EXPERIENCE. — Dix cobayes recoivent sur la peau dn dos préala- 
blement rasée et scarifiée un pansement avec une créme renfermant 15 p. 20 
de sérum antitétanique. 

Dix cobayes sont pansés de la méme facon avec une créme contenant 
45 p. 100 de sérum normal. 

Dix-huit heures aprés, ces animaux recoivent, sur le dos au niveau de la 
région pansée, sur des scarifications profondes, le mélange staphylocoque 
+ spores tétaniques. 
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Quatre cobayes, témoins, non pansés, sont traités de la méme facon. 

Les résultats obtenus sont les suivants : cinq jours aprés l’inoculation des 
spores tétaniques, les 4 témoins et les 10 animaux pansés a la créme au 
sérum normal présentent de la raideur et des contractures des muscles des 
membres. Dans les cing jours qui suivent, les symptémes tétaniques aug- 
mentent et le huititme jour aprés l'inoculation tous les cobayes ont suc- 
combé au tétanos expérimental. Par contre, les animaux traités 4 la creme 
antitétanique ont tous résisté, 2 d’entre eux ont cependant présenté un peu 
de raideur des membres postérieurs le huiti¢me jour qui a suivi !'inocula- 
tion; ils se sont rétablis ensuite. 


Cetle expérience est donc superposable a celle effectuée avec 
la toxine tétanique; les cobayes soumis a Vaction de la 


x 


creme antitétanique résistent & inoculation expérimentale 
d’un mélange de spores et de staphylocoques qui provoque en 
cing jours, chez les témoins, un tétanos mortel. 


SIXIEME EXPERIENCE. — Trente cobayes recoivent sur des scarifications cuta- 
nées élendues le mélange spores tétaniques + staphylocoques. Des panse- 
ments avec une créme antitélanique sont appliqués, au niveau des scarifi- 
cations, une heure, trois heures, six heures, dix-huit heures, vingt-quatre 
heures, aprés lVinoculation. 

Voici le protocole de celte expérience : 

Lot 1: 5 cobayes (n° 2, 3, 4, 5, 6) sont pansés une heure apres l’inocula- 
tion. 

Lot 2: 5 cobayes (n° 7, 8, 9, 10, 11) sont pansés trois heures apres l’inocu- 
lation. 

Lot 3 : 5 cobayes (n° 42, 13, 14, 15, 16) recoivent un pansement six heures 
aprés linoculation. 

Lot 4:5 cobayes (n° 17, 18, 19, 20, 21) sont traités a la creme antitétanique 
dix-huit heures aprés leur infection. 

Lot 5:5 cobayes (n° 22, 23, 24, 25, 26) sont pansés vingt-quatre heures apres 
Vinoculation. 

Lot 6 : 5 cobayes (n° 27, 28, 29, 30, 31), non pansés (témoins). 

Les résultats obtenus furent les suivants : les cobayes 21, 7 et 13 succom- 
bent d'infections secondaires au cours de l’expérience. 

Les cobayes du lot 6 (témoins), les n° 22, 23 du lot 5, le n° 24 du lot 4, 
présentent de la contracture tétanique des membres postérieurs au bout du 
sixiéme jour. Le septieme jour, tous les animaux des lots 6, 5 et 4 présen- 
tent de la raideur accusée des membres: le n° 16 du lot 2 a aussi de légers 
symptomes Létaniques. 

Les accidents tétaniques s’aggravent ensuite trés rapidement chez les 
cobayes atteints : tous les animaux témoins succombent entre le neuviéme 
et dixidme jour ainsi que les n° 22, 23 et 25 du lot 5 et les n°* 17 et 18 du 
lot 4. Les autres cobayes atteints se rétablissent dans la suite. 

Quant aux animaux des lots 1 et 2 et les n°s 13, 14 et 15 du lot 3, ils res- 
térent indemnes. 


Ces expériences prouvent donc que le pansement au moyen 
d'une créme anlitétanique est susceptible d’exercer un elfet 
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curatif alors méme qu'il est appliqué six heures aprés l’inocu- 
lation des spores tétaniques. 
Apres dix-huit heures son action est nulle. 


Srpriime ExpERIENCE. — Dans cette expérience, nous avons recherché si lad- 
jonction a la créme antitétanique d’antivirus strepto-staphylococcique ne 
pouvait exercer une action adjuvante utile, en empéchant in situ linfec- 
tion staphylococcique et en permettant ainsi une phagocytose plus intense 
des spores tétaniques. Nous avons utilisé, 4 cet effet, une créme renfermant 
pour 20 parties d’excipient, 145 cent. cubes de sérum antitétanique et 5 cent. 
cubes dantivirus. 

Notre expérience a été conduite de la facon suivante : 20 cobayes regoi- 
vent sur des scarifications cutanées de la région du dos le mélange spores 
tétaniques et staphylocoques. Des pansements a la créme antilétanique 
+ antivirus sont ensuite appliqués, sur les scarifications, trois heures, six 
heures, dix-huit heures, vingt-quatre heures aprés l’inoculation. Voici le pro- 
tocole de cette expérience : 

Lot 1 : 4 cobayes (n° 32, 33, 34, 35) sont pansés trois heures apres l’inocu- 
lation. 

Lot 2: 4 cobayes (n° 36, 37, 38, 39) regoivent un pansement six heures apres 
Vinjection. 

Lot 3 : 4 cobayes (n° 40, 44, 42, 43) sont pansés dix-huit heures apres l’ino- 
culation. 

Lot 4: 4 cobayes (n%® 44, 45, 46, 47) sont traités vingt-quatre heures apres 
Vinoculation. 

Lot 5 : 4 cobayes (n° 48, 49, 50, 51) non pansés (témoins). 

Au cours de l’expérience, les cobayes n** 40 et 44 meurent d infections 
secondaires. 

Les résultats enregistrés furent les suivants : le sixitme jour, apres 
Vinjection, les cobayes du lot 5, les nes 45, 46 du lot 4, le n° 43 du lot 3, 
présentent des contractures et de la raideur des membres. Le septiéme jour, 
le n° 47 du lot 4 et le n° 42 du lot 3 ont aussi des symptomes tétaniques. Ces 
symptomes s’aggravent assez rapidement chez les témoins qui meurent tous 
entre le dixiéme et douziéme jour; les n° 45 et 46 du lot 4, le n° 43 du lot 4 
succombent aussi le quinziéme jour. Les n° 47 et 42 survivent. 

Restent indemnes les animaux des lots 4 et 2 et le n° 44 du lot 3. 


Cette expérience confirme done les résultats précédents; le 
pansement au moyen de la créme antitétanique + antivirus 
parait cependant avoir eu une action un peu plus active que la 
creme contenant du sérum antitétanique seul, puisque un des 
cobayes pansés dix-huit heures aprés l'infection n’a pas pré- 
senté de contractures tétaniques (1). D’autre part, la présence 


(1) Cette expérience renouvelée deux fois, dans les mémes conditions, nous 
a toujours donné des résultats concordants, un certain nombre de cobayes 
(1 sur 3, 2 sur 5) pansés dix-huit heures apres I'infection, n’ont pas présenté 
de symptomes tétaniques. 


IMMUNISATION PASSIVE CONTRE LE TETANOS 109 


de l’antivirus dans la creme provoque une cicatrisation rapide 
des plaies de scarifications. 


En résumé, il résulte de nos recherches ceci : 

1° Lacréme contenant au moins 5 p. 20 de sérum antiléta- 
nique, appliquée en friction sur la peau, dix-huit & vingt-quatre 
heures avant la toxine, crée & ce niveau une immunité locale 
permettant de préserver le cobaye contre Vinoculation de 3 
a 4 doses mortelles de toxine tétanique ; 

2° Appliqué, trois heures aprés la toxine, le pansement a la 
créme antilétanique protége le cobaye contre l’injection d’une 
dose mortelle de toxine tétanique; 

3° La créme contenant 15 p. 20 de sérum antitétanique 
employée en pansement sur la peau rasée et scarifiée des 
cobayes, dix-huit & vingt-quatre heures avant l’inoculation 
dun mélange de spores télaniques et de staphylocoques, pro- 
tége ces animaux contre le té!anos mortel; 

4” Chez le cobaye, le pansement a la créme antilétanique est 
susceptible d’exercer un effet curatif, & la condition d’étre 
appliqué trois & six heures aprés | inoculation des spores téta- 
niques ; 

5° L’adjonction d’antivirus staphylo-streptococcique a la 
créme antitétanique semble favoriser son action antitoxique. 


(Institut Pasteur.) 


ETUDE DE L’INFLUENCE DE L’ALUMINIUM 
SUR LE STERIGMATOCYSTIS NIGRA 


par Mme Grorcette LEVY. 


. 


Dans un travail antérieur [4 et 2] nous avons constaté que 
laluminium existait chez toutes les plantes phanérogames en 
proportions variées selon les espéces et les organes considérés. 
ll est un constituant de la malié@re végétale, on le trouve en quan- 
tités voisines et méme quelquefois supérieures a celles du fer. 

ll m’a paru intéressant d’étudier le réle que pouvait jouer 
Yaluminium sur le développement des végétaux inférieurs. 
Raulin [3] n’en intreduit pas dans son liquide nutritif, cepen- 
dant cet élément répandu dans presque tous les sols est peut- 
étre susceptible de jouer un role prépondérant dans la vie des 
végétaux. 

Utilisant le Sterigmatocystis nigra j'ai fait des séries de cul- 
tures sur des milieux contenant de l’aluminium, étudiant 
action qu’exercent de trés faibles quantités de ce métal, puis 
des doses de plus en plus élevées. 


Préparation des milieux de culture et leur purification. 


Pour toutes ces expériences c’est le milieu de culture type, 
indiqué par G. Bertrand {4} qui a élé utilisé. Il est ainsi cons- 
litué : 


Kaul puresredistileerdansel envidc amr asain ene 200 
INTUTE ETE ee 5 Glo ae Sw 6 o> 6 o ok 8 0,60 
Phosphaterd ammonites es esac en ne a ee 0,08 
Silene: CUChTANaKOPM EY 6 ye ROE oo 6 neo 6 5 A eA 0,04 
Ulfatercles cae ie SLU e ate sn ee ee Vila 
Alunydevter. teh ta ca2e ae Oe ee nee 0, 04172 
sulfa bende: Zin Gi afi ca A 5, aes ee ee rere 0, 0088 
Sulllatede nian ves Canes mre en ae 0,004 
Carbonate deypocassiu lime aii ameter 0,08 
DACCHAROSE 2: 5 eines cee hae yy ee ae 9,00 


rh, Cera cd 0,53 
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Purirication. — Cette solution nutritive a été autant que pos- 
sible privée de toute trace d’aluminium. 

Les sels employés ont été vérifiés séparément avant d’étre 
dissous dans l'eau. On a effectué un dosage d’aluminium [5) 
sur une grande quantité de chaque sel; si l'un d’eux fournissait 
un précipité ou seulement un louche de phosphate d’aluminium, 
il était rejeté ou purifié par recristallisation et ensuite vérifié & 
nouveau. L’eau utilisée était de eau redistillée sous pression 
réduite. Les milieux de culture ainsi que tout le matériel ont 
é.é stérilisés 4 l’autoclave & 120°. 


Marérixx utitisé. — Les cultures ont été faites dans les petites 
cuvettes cylindriques proposées par G. Bertrand. Elles sont d’un 
maniement commode et offrent le maximum de sécurité. 


Conpitions DE cuLTURE. — Les cultures ont été Jargement 
ensemencées avec un fil de platine flambé. Les conidies ont été 
chaque fois prélevées sur des cultures effectuées sur un milieu 
privé d’aluminium. 

Les cultures placées dans un thermostat bien aéré, maintenu 
a 35°, ont été recueillies en général le sixiéme jour, puis lavées 
a l’eau distillée et séchées a I’étuve entre deux papiers filtre 
jusqu’a poids constant. Les expériences ont été faites deux fois 
en présence de plusieurs témoins et chaque échantillon figu- 
rait au moins en double et le plus souvent en triple afin d’éviter 
les causes d’erreurs dues aux variations individuelles des cul- 
lures. 

Les poids de matiére séche ont été obtenus en prenant la 
moyenne des poids des différents échantillons de chaque essai. 

Au début des expériences il a été vérifié que le milieu de 
culture Gtiait favorable au bon développement du Sterzgmato- 
cyslis nigra, puis dans le méme milieu on introduit de lalumi- 
nium. Le sel utilisé était du sulfate d’aluminium pur et recris- 
iallisé. 

Les premiéres doses introduites sont extrémement faibles 
(0 milligr. 001 par milieu de culture de 200 cent. cubes), puis 
passant par tous les stades on introduit des doses de plus en 
plus élevées allant jusqu’a 1.500 milligrammes par litre de 
liqueur nutritive. 
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Les résultats consignés dans les tableaux suivants sont 
exprimés pour l’aluminium en milligrammes d’aluminium 
introduits par milieu de culture de 200 cent. cubes de solution 
nutritive, sous forme de sulfate d’aluminium. Le poids de 
matiére séche est exprimé en grammes de matiére séche pour 


une culture. 
TasLeAu I. — Résultats obtenus. 


er SE ER AREY A EER RAO AR OE SRE RRR AEE A ST SE PEE CSE AEE SEIN SE ORT SE ALOE DIMER SNICES 


: _ALUMINIUM POIDS DE MATIERE SECHE 
introduit en milligrammes 


pour 200 cent. cubes de solution nutritive en grammes par milieu de culture 


Témoins sans aluminium. .... . Del 
0.0018 25! crak OER) ay pees eee 2.65 
OO0Soe 2. Sette be tere one ee 2.68 
G.OhGa ss. ee CTE 2 Oe ee oe 2,64 
On 0958s, a0 ede ee A ee 2,67 
0080.45. cone Ss eee eee oe 2.68 
0,100 2.74 


Les cultures ont eu une évolution normale, le mycélium était 
bien constitué, épais et ferme. La germination qui a commencé 
le troisiéme jour s'est développée rapidement, et les conidies 
étaient abondantes et tres noires. 

De trés petites quantités d’aluminium del’ordre 0 milligr. 001 
a 0 milligr. 1 n’agissent done pas sur le développement du 


Sterigmatocystis nigra. 
Tasceau II. 


4 SLA A OS RR SEER ERE SRE SER MC BR ASO AE RET EE IE ATMS ARSE AER ern St EY 


} ALUMINIUM POIDS DE MATIERE SECHE 
introduit en milligrammes : 
pour 200 cent. cubes de solution nutritive en grammes par milieu de culture 


Témoins sans aluminium ..... . 2,70 
iia ee 2,67 
0,25 . 2,73 
0,50. 2,70 
1 2.62 
2,3 214 
DSpace cast aoa eeabomeeeaea 2,60 


Comme les précédentes les cultures du tableau II sont bien 
développées, aucun retard ne s’est manifesté par rapport aux 
témoins. L’aluminium introduit dans le milieu de culture en 
trés faibles doses ne semble pas exercer d’action sur le dévelop- 
pement du Sterigmatocystis nigra. 
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Les travaux de G. Bertrand sur le manganése ont démontré 
que cet élément est indispensable & la vie du Sterzgmatocystis 
et que les concentrations suffisantes en ce métal étaient de 
1/10.000.000.000. Si aluminium joue un réle comparable A 
celui du manganése, s’il a une activité catalytique & des doses 
infinitésimales, les méthodes actuelles capables de déceler stire- 
ment l’aluminium sont insuffisantes pour une telle détermina- 
tion. L’introduction dans le milieu de culture de 0 milligr. 091 
d’aluminium n’exerce aucune action. Si donc ce métal a un 
role indispensable pour les fonctions vitales du Sterigmatocystis, 
c'est pour des concentrations infimes au-dessous de 0 milligr. 005 
par litre de solution nutritive. 

Pour les doses comprises entre 0 milligr. 001 et 5 milli- 
grammes par milieu de culture il ne se produit aucun change- 
ment dans le développement des cultures, ces doses ne favori- 
sent pas le développement du Sterigmatocystis, et on n’observe 
pas non plus le « coup de fouet » dont parle Hébert [6], aucune 
action nocive n'est constatée. 


Tas_eau IIL. 


x ALUMINIUM POIDS DE MATIERE SECHE 
introduit en milligrammes 


pour 200 cent. cubes de solution nutritive en grammes par milieu de culture 


Témoins sans aluminium. ..... 2,65 
Vik Abra eter eh ett Paes ae 2,62 
ee ee Aa ie hae sa 2,67 
COM ees ekki 2,40 
ATOR As eee ee er 0,350 
2 Omer amremens wen ates 7" E He a of Néant. 
BUY i re ; : SS ee Néant. 


Cette troisiéme série donne des résultats caractéristiques : 

Les témoins sont bien développés. 

Les cultures dans lesquelles on a introduit 10 milligrammes 
d'aluminium se développent bien. Celles qui contiennent 
25 milligrammes ont un poids de matiére séche voisin de celui 
des cultures témoins, mais la sporulation se produit avec un 
léger retard (une demi-journée) et les conidies sont moins 
abondantes. 

Les milieux contenant 50 milligrammes d’aluminium ont un 
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rendement encore élevé, le mycélium est bien développé, mais 
la culture est & peine sporulée, il n’apparait au bout de six 
jours que quelques conidies grises a sa surface. L’introduclion 
de 100 milligrammes d’aluminium dans le milieu de culture 
provoque un changement total, le poids de matiére séche est 
trés faible, le mycélium est mince et constitué par des ilots 
disséminés. Il n’y a plus du tout de conidies. 

Les milieux de culture dans lesquels on avait tntroduit 200 
et 300 milligrammes d’aluminium se sont montrés tout a fait 
inaptes a la culture du Sterigmatocystis. Au bout de six jours 
& la surface du liquide, il n’y a que les conidies qui ont servi & 
lensemencement. 

Le Sterigmatocystis nigra est capable de se développer dans 
un milieu contenant jusqua 50 milligrammes d’aluminium, 
c’est-a-dire dans une solution nutritive contenant encore 
250 milligrammes d’aluminium par litre. Pour des doses plus 
élevées les cultures sont mal développées, le rendement en 
matiére séche est tres diminué et la sporulation ne se fait 
plus. 

Afin de préciser la limite de concentration en aluminium 
au-dessus de laquelle le poids de récolte se trouve notablement 
abaissé, il a été fait encore des séries de cultures en présence 
de doses d’aluminium voisines de la limite nocive. 


TasiEau IV. 
ALUMINIUM POIDS DE MATIERE SECHE 
introduit en milligrammes ; of 
‘pour 200 cent. cubes de solution nutritive en grammes par milieu de culture 
Témoins sans aluminium. ..... 2,64 
UPS mele aoehn Mire he tc 2,59 
20 rae. 2,65 
ON Aa owes 2,60 
40... 2,66 
GO eat 2,20 
SON ere eae Ve er eee 4,70 


Cette quatri¢éme série de cultures (tableau 1V) confirme bien 
la troisiéme série, c’est entre 40 et 60 milligrammes d’alu- 
minium par milieu de culture que le développement du Sterig- 
matocystis devient mauvais. 
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La courbe ci-dessous montre bien la chute du poids des 
récoltes, lorsque la teneur en aluminium a atteint puis dépassé 
la dose limite. On peut done conclure que l’aluminium nagit 
pas,sur le développement du Sterigmatocystis nigra jusqu’a 


me At + HAG t 
4S coosese H 1 - 
a 

S 
2 
1 
@) 

Ogea2>) 25 50 75 100m¢ 

Fic. 14. — Courbe de variation du poids sec de la récolte 


en fonction des teneurs en aluminium du milieu de culture. 


4° En trait plein, courbe obtenue en faisant varier la concentration en sul- 
fate d’aluminium; 

20 En trait interrompu, courbe obtenue en faisant varier la teneur en 
aluminium Lout en laissant constante la teneur en radicale (SO+). 


la dose énorme de 50 milligrammes par milieu de culture (soit 
250 milligrammes par litre de solution nutritive). Au-dessus 
de cetle dose on constate : 
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1° Unretard de la sporulation; 2° la suppression des conidies ; 
3° Ja diminution du mycélium; 4° l’absence totale de germina- 
ion. 


Vérification de l'action spécifique de laluminium. 


4° INFLUENCE DE LION SULFURIQUE SUR LA CROISSANCE 
pu Sterigmatocystis nigra. 


Dans les expériences précédentes, l’aluminium est introduit 
dans les milieux de culture sous forme de sulfate d’aluminium 
(SO*sAL. 

Pour augmenter Jes doses d’aluminium il faut introduire 
dans la solution nutritive des quantités de sels assez élevées 
qui changent considérablement la concentration du milieu. I 
faut aussi noter qu’on n’introduit pas seulement de l’aluminium 
mais aussi de fortes quantités d’ions SO‘. Il se pourrait que 
lintoxication observée ne provienne pas de l’action spécifique 
de l’aluminium, mais qu'elle soit due & la présence dans le 
milieu de culture de trop grandes quantités d’ions SO‘. 

Afin de voir si le mauvais développement du Sterigmatocystis 
noté au cours de ces expériences était bien dé & la présence de 
V’aluminium, de nouvelles séries de cultures ont été faites dans 
les conditions suivantes : 

Choisissant le milieu le plus concentré en sulfate d’alumi- 
nium, parmi ceux que nous avons étudiés, celui qui figure dans 
le tableau II qui contenait 300 milligrammes d’aluminium pour 
200 centimétres cubes de solution nutritive, et dans lequel le 
Sterigmatocystis n'a pas été capable de pousser, j’ai calculé sa 
teneur en SO‘. 

Puis j’ai préparé une série de milieux de cultures semblables 
& ceux de la troisiéme série, chaque essai contenant respecti- 
vement 10, 25, 50, 100, 200 et 300 milligrammes d’aluminium, 
sous forme de sulfate d’aluminium, et dans ces milieux jai 
ajouté du sulfate de sodium de facon qu’ils aient tous la méme 
teneur en ions SO‘. 

Dans le milieu de culture contenant 10 milligrammes d’alu- 
minium et 5 gr. 167 de sulfate de sodium de méme que dans 
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Tableau V. 
a 
ALUMINIUM SULFATE DE SODIUM : dae : 
introduit en milligrammes introduit en grammes FORD Se A ENE Je One 
pour 200 cent. cubes par 200 cent. cubes 
Rea eaten deisolitien en grammes par culture 
es | 
Témoin sans aluminium et sans sulfate de sodium. 2560 
VO a Ronee ce coven, Comes, 5,167 3,93 
DUN cect hk A saes Wek te Boe ee 4,904 3,80 
DOs ee RY Bat seei ye 4,455 3 
LOOKS oe Mee weet) ae es 3,564 0,550 
20 0h 9S 1S rach ae 4.872 Néant. 
S00 as Glatt tee ee es 0 Néant 


celui contenant 25 milligrammes d’aluminium et 4 gr. 901 de 
SO‘Na? j’ai obtenu de magnifiques cultures bien mieux déve- 
loppées que celles servant de témoins qui ne contenaient ni 
aluminium, ni SO‘Na?, les conidies étaient abondantes, le 
mycélium épais, le rendement en matiére séche bien plus élevé 
que celui obtenu précédemment dans les témoins et les cul- 
tures contenant simplement de petites quantités de sulfate 
d’aluminium. Cette amélioration des-cultures n’a rien d’éton- 
nant, elle est due au soufre qui favorise Je développement du 
Sterigmatocystis nigra, comme l’a démontré Silberstein [7]. 

Les cultures contenant 50 milligrammes d’aluminium et 
4 er. 455 de sulfate de sodium fournissent un bon rendement 
en matiére séche, mais elles sont moins bien sporulées que les 
précédentes; le soufre continue @ favoriser le bon développe- 
ment de la culture, mais l’aluminium qui se trouve dans le 
milieu manifeste d’une fagon atténuée son action toxique. 

Dans le milieu contenant 100 milligrammes d’aluminium 
malgré la présence favorisante du soufre la culture est consti- 
tuée par des ilots disséminés gui restent blancs sans aucune 
conidie & leur surface. De méme que dans la troisiéme série les 
milieux contenan! 200 et 300 milligrammes d’aluminium ne 
donnent aucune trace de mycélium. | 

On peut conclure que c’est bien l’aluminium qui agit sur 
ces cultures. Son action se fait sentir & partir de 50 milli- 
crammes par milieu de culture (250 milligrammes par litre de 
solution nutritive). La présence en quantité massive d’ions SO: 
n’est pas la cause du mauvais développement du Sterigmato- 
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cyst’s puisqu’au contraire dans des solutions nutritives conle- 
nant la méme quantité d’ions SO‘ la moisissure se développe 
abondamment. 

La courbe dessinée en pointillé dans la figure 1 représente les 
rendements de cette derniére série de cultures. 


2° INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN 1ONS HYDROGENE 
sur LE Slerigmatocystis nigra. 


Le sulfate d’aluminium est un sel trés hydrolysable tendant 
a acidifier le milieu dans lequel il se trouve dissous; on pour- 
rait donc étre tenté de rapporter l’action nocive manifestée par 
les hautes doses de sulfate d’aluminium en partie au moins a 
l'acidification du milieu de culture. J’ai pu vérifier qu'il n’en 
élait rien. 

Pour cela j'ai préparé & nouveau des solutions nutritives 
contenant les mémes quantités de sulfate d’aluminium que les 
milieux de culture du tableau HI, le pH respectif de ces diffé- 
rentes solutions a été déterminé électrométriquement. 

Les mesures ont été effectuées & 20° avec une électrode a 
hydrogéne en utilisant comme électrode de référence une élec- 
trode & calomel avec solution saturée en KCl. 

Le milieu témoin se trouve a pH 2,68 et le milieu contenant 
le plus d’aluminium se trouve a pH 2. 


Taeueau VI. 


ALUMINIUM ee 
introduit en milligrammes MELEE EES pH 


Aeon, Wo 6 de os 405 


Utilisant alors la solution nutritive privée d’aluminium (le 
milieu témoin qui se trouve 4 pH 2,68) je l’ai acidifiée avec de 
Vacide sulfurique de facgon & obtenir une série de milieux dont 
les pli respectifs se trouvent ajustés aux mémes valeurs que 
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ceux de différents milieux aluminés. Pour ajuster ainsi ces 
solutions on introduit des doses d’acide sulfurique titré cal- 
culées par la méthode proposée par M. Machebeeuf [8). 

On préléve 20 cent. cubes de la solution nutritive qui se 
trouve a pH 2,68, on ajoute au moyen d’une microburette des 


400 eeeeeieetae 
a FHHH - 
530 
380 : 
3705 
| ce : 
. 
560 
sant 
350 
Ue 4 ieee Ae Ll GO. Sasi 
Fic. 2. — Courbe de titration du milieu de culture. Variation du pH 


en fonction des volumes d’acide sulfurique N/10 ajoutés au milieu. 


doses croissantes de SO‘H? N/10, puis on trace la courbe des 
variations du pH en fonction des volumes d’acide ajoutés. Por- 
tant en abscisses les volumes de SO‘H? titré qui ont été intro- 
duils et en ordonnées les forces électromolrices correspon- 
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dantes, on obtient une courbe qui permet de connaitre la 
quantité d’acide qu il faut introduire pour ajuster la concen- 
tration des ions hydrogéne 4 un point quelconque désiré. 


Tasieau VII. 


nae eA WE ED SE EERE OY SMES NRT SES BSN SEIN TE STE ODE ID LE, SOE OEE LED CONE ALICE LIISA 
| 


ACIDE SuLFURIQUE N/10 MILLIVOLTS pH coRkESPONDANT 
en centimétres cubes . 4 
ee Ee ee 
tu. {ee Ree er 400 2,60 
028s. tees ee 396 2°53 
1,420 eee aeepemetrs 387 2,38 
1975) ets Beene aran 383 2°34 
2 BTR me CA, eae 378 299 
5734 ie | oe 372,85 2/13 
TET Vi map ts Sind oe 368.5 2'06 
x O(n” 0k Seen es aay 363.5 1297 
Eager <. Snt at 356 1784 


Connaissant par ce moyen la quantilé d’acide qu'il est néces- 
saire d’introduire dans 20 cent. cubes de solution pour obtenir 
le pH désiré il est facile de calculer la quantité qu'il faudra 
ajouter au milieu de culture total. 

Afiu d’obtenir finalement des milieux de culture ayant tous 
un volume de 200 cent. cubes comme dhabilude et pour ne pas 
changer la concentration en sels du milieu, au lieu de dis- 
soudre les sels dans 200 cent. cubes d’eau distillée, je les ai 
dissous dans 160 cent. cubes seulement, laissant ainsi 40 cent. 
cubes de marge que viendront compléter l’acide sulfurique 
titré et de l’eau distillée en quantités convenables. 


TasLEAu VIII. 
EL 


ACIDE SsULFURIQUE N/10 EAU DISTILLEE 
ajouté par milieu de culture pour compléter pH ostenu 
en centimetres cubes en cenlimétres cubes 


——— 


TG gee soa ee eee 32,4 2,44 
162% ee ee Oe ee 22,4 2,27 
it ERR Pe 42,8 2,14 
Sen Str et er oon 14,35 2,09 
86,00 wea a & woe 3,48 2.00 


SS EE AR LSS SS SE SESS SEZ: SS SS SSSA SSS © 


Les milieux aluminés d'une part, et les milieux sans alumi- 
nium 4 des pH identiques (avidifiés par l’acide sulfurique) ont 
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été ensemencés en méme temps et placés dans les mémes con- 
ditions : 
Voici les résultats obtenus : 


Tasieau IX. 


POIDS DE MATIERE SECHE 
en grammes 
pH bv mILieu 
Milieu contenant Milieu ne contenant pas 
le sulfate d’alumine d’aluminium 
ANCHO BLOM 3 5 5 5 6 2,450 2,500 
DAY Seo casey os 2,382 2,650 
De Olle em cy Gauss 2,115 2,421 
> a a a ai ris 4,535 2,600 
OO Sele: At sue 0,875 25090 
Pie aan oe che Néant. 2,610 
> 


Les cultures qui se sont développées sur les milieux conle- 
nant de aluminium ont eu l’évolution déja décrite tableau III, 
elles manifestent les mémes variations que dans Jes essais pré- 
cédents. 

Les milieux dont la concentration en ions hydrogéne avait 
été modiliée par introduction d’acide sulfurique et qui avaient 
respectivement les mémes pH que les milieux contenant de 
Valuminium ont fourni des cultures dont le développement 
était totalement différent. 

Partout (méme pour pH 2) le mycélium est abondant et bien 
développé, les poids de matiére séche sont pour tous les milieux 
sensiblement les mémes. Toutes les cultures ont sporulé, mais, 
si pour les milieux qui se trouvaient au pil 2,44 et au pH 2,27 
l'apparition des conidies s’observe normalement au bout du 
deuxiéme jour, pour ceux qui se trouvaient aun pH plus bas, 
pll2,11 et pH 2,09, il se produit un retard de la sporulation et 
les conidies sont moins abondantes. Le milieu, qui se trouvait 
au pH 2, était nettement moins bien sporulé et la culture pré- 
sentait un retard plus important. 

Le changement d’acidité du milieu lorsqu’il est provoqué par 
introduction d’acide sulfurique libre améne une légére modi- 
fication de la cullure qui avait d’ailleurs déja été sigaalée par 
Kiesel [9] dans une étude sur l’action des acides « sur la culture 
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de Aspergillus niger ». Dans le cas présent cette modification 
nest pas comparable avec le changement radical que l'on 
observe lorsque l'acidification du milieu est provoquée par l’in- 
troduction du sulfate d’aluminium. Pour la méme concentra- 
tion en ions hydrogéne, par exemple pfH2, la culture dans 
laquelle se trouve le sulfate d’aluminium est incapable de 
fournir méme une trace de mycélium alors que celle qui se 
trouve au méme pH mais qui ne contient que de_l’acide sulfu- 
rique présente un développement presque normal. 


Conclusions. 


L’aluminium ne parait pas étre un élément indispensable 
la vie du Stertgmatocystis nigra, puisque des cultures faites sur 
des milieux privés d’aluminium ont eu un développement 
normal; cependant, certains métaux tels que le manganése sont 
indispensables & la vie du Sterigmatocytis nigra, a état de 
traces infimes. Si aluminium a une activilé catalytique, les 
méthodes actuelles capables de le déceler sttrement sont insuf- 
fisantes pour une telle détermination. 

La présence d’aluminium dans le milieu de culture & des 
doses comprises entre 0 milligr. 005 et 200 milligrammes par 
litre de solution nutritive n’exerce aucune action sur le déve- 
loppement du Sterigmatocystis nigra. Méme a trés petites doses, 
il ne favorise pas son développement mais il ne l’entrave en 
aucune maniére. 

Introduit dans les milieux de culture & des doses plus élevées, 
ildevient nocif, et pour une concentration de 350 milligrammes 
par litre de solution nutritive il empéche nettement le dévelop- 
pement de la culture. On constate d’abord un retard de l’appa- 
rition des conidies, puis la dose d’aluminium étant plus élevée 
il ne se forme plus du tout de conidies quoique le mycélium se 
développe encore bien et fournisse encore des poids de matiére 
séche élevés. C’est seulement pour de trés fortes doses, 500 mil- 
ligrammes par litre de solution, que le mycélium ne se forme 
plus. 

Jai vérifié que cette action nocive était bien due a lion Al, 
qu'elle n’était pas provoquée par l’introduction massive d’ions 
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SO‘ dans le milieu de culture; puis, par une étude des différents 
pH des milieux, j’ai constaté que ce n’était pas le changement 
de concentration en ions hydrogéne provoqué par l’introduc- 
tion du sulfate d’aluminium dans la solution qui était la cause 
du mauvais développement du Sterigmatocytis nigra. 
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PEUT-ON COMPTER L’OR PARMI LES ELEMENTS 
DE LA MATIERE VIVANTE 


par M. Gasrie, BERTRAND. 


D’aprés une note préliminaire, parue en 1897, Liversidge a 
reconnu chimiguement l’existence de l’or dans un échantillon 
de varech, malheureusement trés vieux et d’origine indéter- 
minée, et dans des coquilles d’huiires {1]. En 1919, Cornec a 
trouvé aussi, en se servant de Ja méthode spectrographique [2], 
des traces d’or dans une cendre de plantes marines. D’autre 
part, ila été démontré que de petites quantités d’or, trés pro- 
bablement a l'état de suspension colloidale, sont présentes dans 
les eaux de la mer {3]; il peut donc se trouver des traces du 
métal précieux a la surfave des algues et des coquilles ou dans 
la vase qui souille ces matériaux d’étude. Comme les précau- 
tions nécessaires pour opérer sur des tissus vivants tout a fait 
propres n'ont probablement pas été prises au cours des expé- 
riences de Liversidge et de Cornec, les résultats de ces expéri- 
mentateurs ne suffisent pas & démontrer que de lor exisle a 
état normal dans les organismes. I] est d’ailleurs 4 remarquer 
que Liversidge n’a fait connaitre ses observations qu’a titre pro- 
visoire; il se proposait de les vérifier, mais n’a rien publié’ 
depuis a leur sujet. 

La question en était & ce point lorsque R. Berg publia, en 
4928, une série d’expériences établissant, selon lui, la présence 
de l’or dans le régne végétal et dans le reégne animal [4]. 

Au cours de recherches sur Ja maniére dont le plomb se fixe 
dans les tissus, cet expérimentateur avail observé que le préci- 
pilé obtenu en liqueur acide par l’hydrogéne sulfuré, précipité 
formé surtout de sulfure de cuivre, ne se dissolvait pas entie- 
rement, aprés grillage, dans l’acide chlorhydrique : il restait 
toujours une minime quantilé de poudre noire qu’il considéra 
comme du charbon trés divisé jusqu’au jour ot V. Klopfer lui 
communiqua avoir rencontré de l’or dans des flocons d’avoine. 
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Il reprit alors examen d’un certain nombre de précipités de 
sulfures qu'il avait conservés de ses recherches antérieures et 
il reconnut immédiatement, rapporte-t-il, que la poudre noire 
n’était pas du charbon, mais de l’or. De nouvelles recherches 
lui permirent de trouver et méme de doser I’or dans plusieurs 
préparations de flocons d’avoine (de 0 milligr. 4 a 2 milli- 
grammes par kilogramme) dans des jus de raisin et de pomme 
(environ 0 milligr. 1 par kilogramme), du pain de seigle 
(1 milligramme par kilogramme), des noisettes (4 milligramme 
par kilogramme) ainsi que dans le sang humain (jusqu’a 
0 milligr. 3 par kilogramme, le foie de boeuf (0 milligr. 2 par 
kilogramme) et, enfin, dans le cerveau du méme animal. Ce 
dernier organe s’est montré particuliérement riche puisque 
100 grammes de cerveau desséché avaient fourni 1 milligr. 4 
de métal, soit une teneur de 14 milligrammes de métal pré- 
cieux par kilogramme de matiére cérébrale séche. 

Depuis plus d’une trentaine d’années, j’ai eu l'occasion, seul 
ou avec quelques-uns de mes collaborateurs, d’analyser un 
tres grand nombre d’organismes ou de parties d’organismes 
végétaux ou animaux. Dans bien des cas ou l’opération com- 
portait au début, comme dans les expériences de Berg, un trai- 
tement des cendres par l’acide chlorhydrique concentré dans 
une capsule de platine, j’ai trouvé une quantité facilement 
reconnaissable du métal de cette capsule dans le précipité des 
sulfures métalliques [5], mais, Jusqu’ici, je n’y ai pas encore 
reconnu la présence de l’or. Aussi, ai-je tenu & répéter soigneu- 
sement l’analyse chimique élémentaire de la cervelle de boeuf, 
en suivant, autant que possible, la méthode de Berg. 

Une cervelle entitre, du poids de 340 grammes, a été découpée 
et mise a sécher & l’étuve a + 100° dans une cuvette rectangu- 
laire de porcelaine, 4 couverte dure et préalablement nettoyée 
a leau régale. La matiére séche, pesant 78 gr. 5, a été placée 
dans une capsule de platine de 300 cent. cubes de capacité et 
chauffée progressivement dans un four & moufle réservé & cet 
usage, n’ayant jamais servi, par conséquent, & des coupella- 
tions. Lorsque la carbonisation, réalisée au rouge naissant, a 
été compléte, on a laissé refroidir, puis on a épuisé la masse 
charbonneuse (43 grammes), en & ou 5 fois, par 200 & 250 cent. 
cubes d’eau bouillante. La solution filtrée a été mise momen- 
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tanément de colé tandis que la portion indissoute a été séchée 
puis calcinée, avec le filtre, au four & moufle, L’incinération, 
conduite au rouge sombre, a exigé plusieurs heures et a laissé 
1 gramme environ de cendres, en partie fondues, englobant a 
peine quelques centigrammes de charbon. Aprés refroidisse- 
ment, la solution des cendres solubles a été transvasée dans la 
capsule de platine et l'on a évaporé & sec. On a obtenu ainsi 
5 gr. 3 de cendres totales que l’on a dissoutes dans quelques 
centimetres cubes d’acide chlorhydrique pur, redistillé au 
laboratoire, et l'on a chauffé au bain-marie, pour insolubiliser 
la silice. Le résidu est resté sirupeux malgré cing heures de 
chauffage. On I’a repris par l’eau acidulée d’acide chlorhydrique 
dans laquelle il s’est facilement dissous, 4 l'exception d’un 
faible résidu floconneux, contenant la silice et le charbon. Ces 
flocons ont été recueillis sur un filtre, lavés et portés au moufle. 
Il est resté quelques milligrammes de résidu dont la teinte 
grisdtre montrait qu'il n’y avait pas exclusivement de la silice. 
Pour simplifier la recherche, on l’a traité au bain-marie par 
II gouttes d’acide chlorhydrique et I goutte d’acide nitrique, on 
a ajouté un peu d’eau, filtré, et réuni le liquide 4 Ja solution 
principale des cendres. Le volume de cette solution était alors 
d’environ 60 centimétres cubes; on a saturé d’hydrogéne sul- 
furé (5), d’abord & chaud, puis & froid, et, le lendemain, on a 
recueilli les sulfures. Ceux-ci, bien lavés avec une solulion 
d'hydrogéne sulfuré, ont été séchés et bralés avec leur filire, 
dans une capsule de porcelaine. Le résidu noir a été traité au 
bain-marie, par un peu d’acide chlorhydrique dans lequel il ne 
s'est dissous qu’en partie : il est resté un peu de poudre noire, 
insoluble aussi, aprés lavage & |’eau et dessiccation, dans l’acide 
azotique pur, mais presque immédiatement soluble, au con- 
traire, dans le mélange des deux acides. La solution résultante 
a élé évaporée a sec. Il est resté un faible enduit de couleur 
aune qui, d’aprés Berg, aurait da étre du chlorure d’or. On I’a 
chauffé encore une fois & sec avec II gouttes d’acide chlorhy- 
drique, puis redissous dans 0c. ¢. 05 d’eau et additionné d’une 
goultelette de solution concentrée de sulfate ferreux dans l’acide 
chlorhydrique au vingtiéme : il n'y a pas eu la moindre colora- 
tion bleue, et, cependant, un 1/200 de milligramme dor aurait 
suffi pour donner cette réaction caractéristique. La poudre 
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noire dissoute par l’eau régale n’était donc pas formée par de 
Vor. J’ai vérifié qu'elle était constituée par du platine en opérant 
de la maniére suivante : la petite solution du chlorure mélangé 
de sulfate ferreux a été diluée dans un peu d’eau, additionnée 
de quelques milligrammes de sulfate de cuivre, acidulée d’ HCl 
et saturée par ’hydrogene sulfuré. Le précipilé de sulfures a 
été traité comme il a été décrit plus haut, mais, au lieu d’ajouter 
finalement & la solution de chlorure régénéré une gouttelette 
de sulfate ferreux, je lai additionnée d’environ 1 milligramme 
de chlorhbydrate d’ammoniac et fait évaporer lentement : j'ai 
obtenu ainsi des cristaux jaunes de chloroplatinate d’ammo- 
niac en octaédres parfaitement définis. 

Une deuxiéme expérience a été effectuée sur une cervelle 
pesant 377 grammes a l'état frais et 89 grammes a |’état sec, 
mais en produisant et traitant les cendres dans une capsule de 
silice fondue. Cette expérience a fourni une quantité de silice 
parfaitement blanche, du poids de 10 milligrammes, manifes- 
tement plus grande que dans l’expérience précédente, et un 
précipité de sulfure de cuivre entiérement soluble dans l’acide 
chlorhydrique, sans trace d’or, ni de platine. II n’est donc pas 
douteux que la poudre noire, séparée du précipité par |’hydro- 
gene sulfuré dans les expériences de Berg, comme dans la 
mienne décrite plus haut, provenait de lattaque de la capsule 
métallique [6}. 

Berg ne fait aucune allusion dans son mémoire a la présence 
du platine. Il est vraisemblable qu’il a pris ce métal pour de 
Vor, mais il est également possible qu’il se soit servi d'une cap- 
sule formée, & son insu, d’un alliage des deux métaux, et quil 
ait alors reconnu l’or sans se préoccuper du platine. 

Je me suis assuré, a l'occasion des expériences dont je viens 
de faire connaitre les résultats, qu'une minime quantité d’or 
contenue dans la cervelle ne saurait échapper & l’analyse. J'ai 
ajouté un dixiéme de milligramme d’or, dissous a létat de 
chlorure dans 1 cent. cube d'eau, & une cervelle de boeuf, préa- 
lablement divisée, et pesant 397 grammes. Aprés dessiccation, 
la masse, réduite au poids de 87 grammes, a été traitée comme 
dans la deuxiéme expérience, c’est-a-dire en utilisant une cap- 
sule de silice fondue pour la destruction de la matiére orga- 
nique. Contrairement & mon attente, je n’ai pas trouvé d’or 
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dans le sulfure de cuivre, mais le métal précieux n’était pas 
perdu pour cela. Il se trouvait en entier dans la silice qui, au 
lieu d’étre blanche, était manifestement colorée en rose vio- 
lacé. En traitant cette silice [7] par quelques gouttes d’eaw 
régale, puis un peu d'eau, filtrant la solution et l’évaporant 
sec en présence d’un peu d’acide chlorhydrique, de maniére & 
bien chasser |'acide nitrique, j’ai obtenu un résidu dont la solu- 
tion dans 0c. c. 1 d’cau était nettement coloréé en jaune et 
donnail instantanément avec le sulfate ferreux une coloration 
bleue intense, semblable & celle fournie par 1/10 de milli- 
eramme d’or dissous dans le méme volume d’eau. 

Cette expérience a été recommencée en ajoutant seulement 
1/100 de milligramme d’or, aussi a l'état de chlorure dissous 
dans 1 cent. cube d’eau, 4 une demi-cervelle de boeuf du poids 
de 198 grammes. 

Cette fois encore, le métal précieux a été retrouvé dans la 
silice. Il y avait une dizaine de milligrammes de celle-ci; sans 
l’expérience précédente, il n’eit guére été possible d’en retenir 
la trés faible coloration; par traitement a l’eau régale et reprise 
du chlorure formé dans une petite capsule en porcelaine avec 
0c. c. 25 deau, il a été obtenu une solution donnant, avec le 
réactif ferreux, une coloration bleue presque immédiate et dont 
lintensité rappelait celle donnée par 1/100 de milligramme 
d’or ajouté directement a |’état de chlorure 41/4 de cent. cube 
d’eau. 

En résumé, l’existence de l’or parmi les éléments de la 
matiére vivante, végétale, ou animale, n’a pas encore été 
démontrée. 
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